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51. GRUNDLAGEN
1.1 Allgemeine Physiologie der Gallensäuren
Die Gallenflüssigkeit ist ein Sekretionsprodukt der Leber, das zu etwa 75% von
Hepatozyten und zu 25% von den Epithelien der Gallengänge abgesondert wird. Zu
ihren Funktionen gehört vor allem die Fettemulgierung durch Micellenbildung
(Verdauungsfunktion) und die Elimination bestimmter körpereigener oder exogen
zugeführter Substanzen (Entgiftungsfunktion). Eine dieser Substanzen ist z.B. das
Cholesterin, dessen Katabolismus in die Gallensäurebildung mündet. Die Galle enthält
etwa 2% Gallensäuren, die durch aktiven Transport in die Ausführungsgänge gelangen
(gallensäureabhängige Cholerese). Der Gesamtgallensäurepool umfasst etwa 2-4 g und
zirkuliert ca. 6-10 mal täglich im enterohepatischen Kreislauf, wobei die Leber die aus
dem Darm durch aktiven und passiven Transport wieder aufgenommenen konjugierten
und unkonjugierten Gallensäuren erneut extrahiert. In den grossen Kreislauf gelangen
durch diese effektive Extraktion aus Pfortader und A. hepatica nur geringe Mengen, die
dann z.B. mit dem Urin eliminiert werden können. Die Verluste durch Ausscheidung mit
Faeces und Urin entsprechen mit täglich ca. 200-600 mg in etwa der Neusynthese, wobei
verglichen mit der Ausscheidung über den Darm (200-600 mg pro 24h) diejenige über
den Urin (2-6 mg pro 24h) mengenmässig sehr gering ausfällt.
Gallensäuren werden ausschliesslich in den Hepatozyten neu synthetisiert. Aus dem
Substrat Cholesterin entstehen die primären Gallensäuren Chenodeoxycholsäure
(CDCA) und Cholsäure (CA), wobei lange die 7a-Hydroxylierung als der initiale und
geschwindigkeitsbestimmende Schritt angesehen wurde (Björkhem 1985). Bei der
6Synthese einiger Gallensäuren erfolgt zunächst eine Hydroxylierung an C27, gefolgt von
der Hydroxylierung an C7, was zur Bildung eines 3,7,27-Trioles führt (Rus ell und
Setchell 1992). Darauf wird die noch in b-Konfiguration vorliegende C3-Hydroxyl-
Gruppe zunächst zum 3-Keto-Derivat oxidiert, um dann in die 3-Form überführt zu
werden. Weiter kommt es nach der C27-Hydroxylierung zur oxidativen Abspaltung eines
Fragmentes mit 3 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette, so dass die typische Struktur der
Chenodeoxycholsäure mit einer Carboxylgruppe an C24 bereitsteht. Bei Säugetieren ist
ein weiterer Schritt häufig eine zusätzliche Hydroxylierung des Steroidringes an C6 oder
C12 (Hofmann 1994 b), wobei die 6a-Hydroxylierung zur Bildung von Hyo- und
Muricholsäure (HCA bzw. MCA), die 12a-Hydroxylierung zur Entstehung der
Cholsäure (Vlahcevic et al. 1991, Russel und Setchell 1992) führt.
Vor der Exkretion in die Galle wird der grösste Teil, d. h. etwa 99%, über eine
Amidbindung an der Carboxylgruppe der Seitenkette mit Glycin oder Taurin konjugiert,
wodurch die Fähigkeit zur Micellenbildung gesteigert wird (MacDonald et al. 1983). Die
Konjugation mit Glycin wird dabei etwa im Verhältnis 3:1 derjenigen mit Taurin
vorgezogen (Sjövall 1960). Auf andere Gallensäure-Konjugate, die im Vergleich zu den
Amiden eine geringere Bedeutung haben, wird weiter unten detailliert eingegangen.
Im Gegensatz zu den unkonjugierten Gallensäuren, die im Colon durch passiven
Transport wieder aufgenommen werden, werden über 95% der konjugierten
Gallensäuren im Dünndarm über passive und aktive Mechanismen wieder rückresorbiert.
Im Jejunum werden Glycin-konjugierte Dihydroxygallensäuren in protonierter Form über
einen passiven Transport wieder aufgenommen, was durch den zeitweise sauren
intraluminalen pH und das saure Mikromilieu an der luminalen Oberfläche der jejunalen
Enterozyten unterstützt wird. Für die Ursodeoxycholsäure ist die Lösung mit Na+-
7Salzen für eine rasche Absorption günstig (Hofmann 1994 a). Im terminalen Ileum
werden konjugierte Gallensäuren mittels eines Na+-abhängigen Co-Transporters
absorbiert (Weiner und Lack 1968, Wilson 1991).
Parallel zur Rate der Rückresorption nimmt auch die Rate der Dekonjugation amidierter
Gallensäuren durch bakterielle Enzyme zu, die im Kolon durch anaerobe Bakterien
weitergeführt und komplettiert wird (Hofmann 1994 a). Durch bakterielle Deamidierung
und 7a-Dehydroxylierung eines geringen Teils entstehen die sogenannten eku dären
Gallensäuren Deoxycholsäure (DCA) und Lithocholsäure (LCA), wobei auch eine
direkte Entstehung von LCA aus Ursodeoxycholsäure, einer tertiären Gallensäure,
vermutet wurde (Fischer et al. 1993). Auch die dekonjugierten Gallensäuren werden
rückresorbiert und in den enterohepatischen Kreislauf mit Dekonjugation, Absorption,
Re-Konjugation und erneuter Ausscheidung mit der Gallenflüssigkeit eingeschleust.
Bei cholestatischen Lebererkrankungen, bei denen der enterohepatische Kreislauf wegen
der eingeschränkten Ausscheidung erheblich vermindert ist, kommt es zu einer
Kumulation der Gallensäuren in der Leber trotz der durch Feedback-Hemmung
verminderten Syntheserate. Um die Exkretion über die Nieren kompensatorisch zu
steigern, werden alternative Konjugationsmechanismen stärker ausgenutzt und unpolare
Gallensäuren wie z.B. die LCA vermehrt sulfatiert (Palmer 1967).
Krankheitsunspezifisch treten C1- und C6-hydroxylierte Gallensäuren vermehrt auf, der
relative Anteil an primären Gallensäuren steigt, da der bakterielle Metabolismus im Darm
mangels Substrat vermindert ist (Almé et al. 1977, Bremmelgaard und Sjövall 1979,
Thomassen 1979). Die Zunahme von CA und CDCA läuft dabei dem Stadium der
Lebererkrankung parallel, besitzt jedoch keinerlei klinische Relevanz.
8Der Wunsch, verschiedene Erkrankungen der Leber im Erwachsenenalter anhand eines
für sie charakteristischen und spezifischen Gallensäuremusters im Urin identifizieren zu
können, erfüllte sich nicht. Dieses konnten Bremmelgaard und Sjövall (1979) zeigen,
obwohl der Anteil an hydroxylierten Gallensäuren bei Patienten mit Leberzirrhose höher
und der an sulfatierten niedriger zu sein schien. Darüber hinaus kam Norcholsäure
(3a,7a,12a-Trihydroxy-24-nor-5b cholansäure) bei diesen Patienten etwas häufiger vor.
Lediglich bei einigen sehr seltenen angeborenen Stoffwechseldefekten finden sich
typische Gallensäuremuster (Setchell und Street 1987). Für die Diagnosestellung ist das
insbesondere bei der cerebrotendinösen Xanthomatose von Bedeutung. Hier treten durch
die Störung der Synthese abnorme Gallensäuren wie 23-Norcholsäure und 23R-
Hydroxycholsäure auf (Setchell und Street 1987, Koopman et al. 1987).
1.2 Spezielle Aspekte der Ursodeoxycholsäure
Die Herkunft der tertiären Gallensäure Ursodeoxycholsäure (UDCA), die
normalerweise in geringer Menge in der Gallenflüssigkeit vorkommt (Hofmann et al.
1982), wird mehreren möglichen Entstehungsmechanismen zugeschrieben, ohne definitiv
geklärt zu sein. Die bakterielle Epimerisierung der 7-Hydroxy-Gruppe der CDCA im
Kolon wird als wahrscheinlichste Entstehungsart angenommen (Hofmann et al. 1982).
Die Umwandlung von CDCA in UDCA mittels bakterieller Prozesse (Hellström und
Sjövall 1961) verläuft über die Zwischenform 7-Keto-Lithocholsäure (Fedorowski et al.
1977; Fromm et al. 1980 und 1983), wobei die Reduktion sowohl von Darmbakterien im
Kolon als auch in der Leber erfolgen könnte (MacDonald et al. 1983). Diskutiert wurde
auch eine Entstehung von UDCA ohne den Zwischenschritt über 7-Keto-LCA in Leber
9und Darm (Fedorowski et al. 1979; Salen et al. 1982). Beim Menschen wird 7-Keto-
LCA allerdings bevorzugt zu CDCA reduziert, nicht zu UDCA (Fromm et al. 1980).
Die physikochemischen Eigenschaften der UDCA beschreibt Hofmann (1994 a) wie
folgt: schlechte Wasserlöslichkeit in protonierter Form, kritische mizelläre Konzentration
(CMC) bei ca. 7 mM, nahezu doppelt so hoch wie CDCA, im Vergleich mit CDCA
geringere Oberflächenaktivität. Bezüglich der Hydro- bzw. Lipophilie bestehen
widersprüchliche Ergebnisse mit einerseits guter passiver Permeation durch Lipid-
Bilayer, andererseits aber deutlicher Hydrophilie bei Reverse-Phase-Chromatographie
mit C18-Octadecylsilan als stationärer Phase, wofür noch keine definitive Erklärung
gefunden werden konnte. Eine Lösung der UDCA ist wegen des kritischen mizellären pH
(CMpH) von etwa 8 in Darmabschnitten mit niedrigerem intraluminalen pH nur in
gemischten Mizellen möglich. Innerhalb dieser Mizellen werden polare Lipide jedoch
hervorragend durch UDCA gelöst (Hofmann 1994 a,b,c).
Im Enterozyten wird UDCA nicht verändert, der Rücktransport zur Leber erfolgt durch
Bindung an Plasmaalbumin. In der Leber wird der überwiegende Teil der UDCA mit
Glycin re-konjugiert, ein sehr kleiner Teil an 1- und 6-Position hydroxyliert, mit N-
Acetyl-Glucosamin an C7 oder an C3 mit Sulfat konjugiert (Hofmann 1994 a,b,c).
Führt man UDCA im Experiment oder therapeutisch peroral zu, tritt ausserdem ein
Epimer der UDCA auf, die iso-Ursodeoxycholsäure. Diese 3b,7b-Dihydroxy-5b-
Cholansäure wurde von Setchell et al. (1982) erstmals erwähnt und mit dem
Zwischenprodukt der Epimerisierung, der 3-Keto-UDCA, von Beuers et al. (1991) nach
oraler Gabe von 13C-markierter Ursodeoxycholsäure genauer charakterisiert. Obwohl
zunächst vermutet wurde, dass Iso-Ursodeoxycholsäure physiologischerweise nicht in
der Gallenflüssigkeit vorkomme, sondern nach Epimerisierung im Darm und
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Rückresorption lediglich über die Nieren in den Fraktionen der Sulfate und Nicht-Sulfate
ausgeschieden werde (Maeda et al. 1984), konnte von Fischer et al. (1993) der
Nachweis eines natürlichen Vorkommens auch in der Galle geführt werden.
1.3 Gallensäure-Konjugation
Von besonderem Interesse sind die verschiedenen Möglichkeiten der Konjugation, die
während des enterohepatischen Kreislaufes und der Ausscheidung mit dem Urin eine
Rolle spielen. Keinerlei Relevanz für den Menschen haben die bei Tieren vorkommenden
Konjugationsreaktionen mit Ornithin, Arginin und Ciliatin (Hedenborg und Norman
1984).
In der Humanphysiologie zentrale Reaktionen sind die bereits oben angesprochene
Konjugation mit Glycin oder Taurin (Killenberg und Jordan 1978), die
Sulfatierung, z.B. als Mechanismus zur Elimination der LCA (Palmer 1967), sowie die
Glucuronidierung (Back 1974; Back et al. 1974; Back und Bowen 1976; Fröhling und
Stiehl 1976). Almé und Sjövall (1980) wiesen die Position der Glucuronidierung in vivo
nach, die nicht an der Carboxylgruppe der Seitenkette, sondern an einer Hydroxylgruppe
erfolgt. Dabei wird eine 6a-Hydroxylgruppe, wie z.B. bei der Hyodeoxycholsäure,
bevorzugt glucuronidiert (Marschall et al. 1989 b), weitere Möglichkeit ist die
Glucuronidierung an C3. Neben diesen einfachen Konjugaten konnten in einer Arbeit von
Hedenborg und Norman (1984) auch Doppelkonjugate nachgewiesen werden, und
zwar die von Glycin oder Taurin mit Glucuronsäure oder Sulfaten.
In vitro konnte auch eine Glucuronidierung der Carboxylgruppe der Seitenkette
nachgewiesen werden (Irshaid  et al. 1991).
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Weiter spielen Glucosidierung bzw. N-Acetyl-Glucosaminidierung eine Rolle. Eine
Glucosidierung von Gallensäuren konnte in vitro (Matern H et al. 1984) und in vivo
(Marschall et al. 1987 a) beschrieben werden. N-Acetyl-Glucosaminide von
Steroidhormonen waren bereits in Urin (Arcos und Lieberman, 1967) und
Gallenflüssigkeit (Jirku und Levitz, 1969) nachgewiesen. Marschall et al. (1988 und
1989) konnten zeigen, dass auch N-Acetyl-Glucosaminide von Gallensäuren im Urin
ausgeschieden werden. In einem weiteren Schritt wiesen Marschall et al. (1992) in vitro
und in vivo nach, dass die N-Acetyl-Glucosaminidierung selektiv für 7b-Hydroxy-
Gallensäuren ist und an eben dieser 7b-Hydroxylgruppe erfolgt. Doppelkonjugate mit
Glycin- oder Taurin einerseits und Glucose oder N-Acetylglucosamin andererseits sind
auch bei diesen glycosidischen Konjugaten weitaus häufiger als die entsprechenden nicht-
amidierten Glycoside (Marschall et al. 1988, 1989, 1992; Meng et al. 1997 a,b;
Lindblad et al. 1998).
1.4 Ausscheidung von Gallensäuren mit dem Urin
Die im vorangegangenen Kapitel genannten Konjugationsreaktionen spielen bei der
Gallensäureausscheidung mit dem Urin neben physiko-chemischen Eigenschaften wie
Polarität, Wasserlöslichkeit, Bindung an Plasmaproteine, Filtration und Reabsorption
eine Rolle. Wie bereits erwähnt, ist die Menge der mit dem Urin täglich ausgeschiedenen
Gallensäuren bei einem Gesamtgallensäurepool von 2-4 g absolut betrachtet jedoch sehr
gering, d. h., es werden 2-6 mg pro 24h bzw. unter 50 µmol/24h eliminiert (0.001-
0.0015%, Almé et al. 1977 und Hofmann 1976). Die Untersuchungen zeigen allerdings
keine einheitliche Exkretionsrate, sondern von Individuum zu Individuum deutlich
schwankende Werte. Darüber hinaus ist die Zusammensetzung des ausgeschiedenen
Gallensäuremusters sehr komplex.
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Wegweisend war eine Studie von Almé et al. (1977) an 4 gesunden Probandinnen, in der
nach den Gruppen der unkonjugierten, der mit Glycin- bzw. Taurin-konjugierten
Gallensäuren und der Mono- bzw. Polysulfate unterschieden wurde. Über das
Vorhandensein und die genaue Menge der Glucuronide konnte wegen der noch nicht
ausreichenden Methodik keine Aussage gemacht werden. Die Gesamtmenge der mit dem
Urin täglich ausgeschiedenen Gallensäuren betrug in dieser oft zitierten Arbeit zwischen
6.4 und 11.0 µmol/24h (durchschnittlich 7.0 ± 0.8 µmol/24h).
In einer weiteren Untersuchung durch Almé und Sjövall (1980), in der auch die unter den
Taurin-konjugierten bzw. monosulfatierten Gallensäuren eluierten Glucuronide qualitativ
und quantitativ bestimmt werden konnten, schwankten die bei 3 Individuen erhobenen
Werte deutlich zwischen 7.03 und 45.32 µmol/24h (durchschnittlich 21.2 ± 20.98
µmol/24h).
Salvioli et al. (1988), die eine Auftrennung in 3 Gruppen (Fraktion 1: unkonjugierte,
Fraktion 2: Glycin-Taurin-konjugierte und Fraktion 3: glucuronidierte bzw. sulfatierte
Gallensäuren) vornahmen, fanden bei 6 Versuchspersonen vor Einnahme von 750 mg
Ursodeoxycholsäure eine basale Exkretion von 1.8 bis 2.4 µmol/24h.
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2. GALLENSÄUREN ALS THERAPEUTIKA
2.1 Orale Litholyse
Das Spektrum der Anwendung von Gallensäuren in der Inneren Medizin ist zunehmend
breiter geworden. Zunächst konnte in kontrollierten Studien für die Auflösung von
Cholesterin-Gallensteinen eine Wirksamkeit bewiesen werden (Danziger et al., 1972 und
Makino et al., 1975). Die orale Litholyse mit Ursodeoxycholsäure bzw.
Ursodeoxycholsäure in Kombination mit Chenodeoxycholsäure (Bachrach und Hofmann
1982 a,b) wurde seitdem zu einem die chirurgische Therapie bzw. die extrakorporale
Stosswellen-Lithotripsie ergänzenden Standardverfahren mit klar umrissener Indikation
weiterentwickelt (Salen 1988).
Eine Kombinationstherapie von UDCA und Simvastatin kann bei Patienten mit multiplen
Gallensteinen noch wirkungsvoller sein, wie Tazuma et al. (1998) in einer prospektiven
Untersuchung an 50 Probanden nachwiesen. Die Autoren fanden bei
Solitärkonkrementen dagegen keinen Unterschied zur UDCA-Monotherapie. Ka  et l.
(1998) stellten dazu fest, dass bei Patienten mit multiplen Gallensteinen unter einer
langfristigen Therapie mit UDCA die Phospholipase IIA-Konzentrationen ebenso wie die
der dafür kodierenden mRNA in der Gallenblase deutlich niedriger waren, was bei
Patienten mit Solitärkonkrementen nicht im gleichen Ausmass gefunden werden konnte.
Die Abnahme der als Entzündungsmediator wirkenden Phospholipase IIA schien hier den
entzündungshemmenden Effekt der UDCA-Therapie wiederzuspiegeln.
Avila et al. (1998) publizierten eine Untersuchung an unter Akromegalie leidenden
Patienten, die mit dem Somatostatin-Analogon Octreotid behandelt wurden und in 78%
14
im Verlauf sonographisch fassbare Veränderungen (Sludge 72%, Konkremente 39%) der
Gallenblase entwickelten. Diese waren jedoch bei 7 von 10 im Anschluss daran mit
UDCA behandelten Patienten wieder rückläufig, so dass die Therapie mit UDCA auch
im Fall medikamentös induzierter Veränderungen eine Wirksamkeit zu haben scheint.
2.2 Cholestatische Lebererkrankungen
Nachdem frühe japanische Beobachtungen zum therapeutischen Nutzen der UDCA
längere Zeit wenig Beachtung fanden, weil u.a. kontrollierte klinische Studien nicht
vorlagen (Bachrach und Hofmann 1982 a), stieg seit einigen Jahren das Interesse an der
therapeutischen Wirksamkeit der UDCA bei cholestatischen Lebererkrankungen.
So wurden beispielsweise in der Behandlung der Primär Biliären Zirrhose (PBC), einem
meist bei Frauen im mittleren Lebensalter auftretenden zirrhotischen Spätstadium einer
chronisch nichteitrigen Zerstörung der kleinen und mittleren Gallengänge unbekannter
Ätiologie (Kaplan 1987, Berg und Klein 1989), bisher Corticosteroide, D-Penicillamin,
Azathioprin, Chlorambucil, Methotrexat, Colchicin, Cyclosporin und Östrogene
untersucht. Wegen relativ kleiner Patientenzahlen, dem sehr langen Krankheitsverlauf der
PBC und dem sehr uneinheitlichen Design der bisherigen Studien konnte die
Wirksamkeit dieser Medikamente trotz teilweise positiver Ergebnisse noch nicht belegt
werden (James 1990, Slitzky et al. 1990, Kaplan et al. 1997).
Mehr zufällig war im Rahmen der Gallensteinauflösung bei Patienten mit Cholestase
aufgrund von Hepatitis gefunden worden, dass unter UDCA eine Verbesserung der
Cholestaseparameter stattfand (Leuschner et al. 1985). Dieser Befund konnte dann bei
der PBC unter einer Medikation mit Ursodeoxycholsäure in mehreren offenen bzw. drei
Placebo-kontrollierten, doppelt-blind angelegten Studien (Leuschner et al. 1989; Poupon
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et al. 1990, 1991; Oka et al. 1991) bestätigt werden Es kam neben einer Besserung der
klinischen Symptomatik, die allerdings teilweise auch unter Placebo zu verzeichnen war,
auch zu einem Rückgang der laborchemischen Parameter der Cholestase. Bei einem
Grossteil der Patienten kam es darüber hinaus zu einer Verbesserung der
Leberhistologie, deren Veränderung in ihrer Wertigkeit für diagnostische Einstufung und
Prognosestellung jedoch nach wie vor unterschiedlich beurteilt wird. In einer
randomisierten, über 2 Jahre mit 116 Patienten durchgeführten Studie fanden Erikson et
al. (1997) allerdings keinen über eine Verbesserung der laborchemischen Parameter
hinausgehenden Effekt, insbesondere keine Verlängerung der Überlebenszeit ohne
Lebertransplantation. Die Autoren schlossen jedoch nicht aus, dass eine höhere
Dosierung als die verabreichten 7,7 mg/kg Körpergewicht UDCA täglich nicht doch
einen positiven Effekt haben könne.
Poupon et al. (1997) fassten die Daten aus den 3 klinischen Studien mit der bisher
grössten Anzahl von Probanden, insgesamt 548 Patienten, zusammen. Jeder der
Probanden erhielt entweder UDCA oder Placebo und wurde 4 Jahre nachbeobachtet. Die
Patienten aus dem kanadischen und französischen Arm der Studie erhielten dabei nach 2
Jahren einheitlich eine Medikation mit UDCA für die weiteren 2 Jahre, die der
amerikanischen Studie blieben für 4 Jahre bei ihrer ursprünglichen Medikation. Im
Gegensatz zu Erikson et al. (1997) kamen die Autoren zu dem Schluss, dass die
Überlebenszeit ohne Lebertransplantation durch die Gabe von UDCA signifikant
verlängert werden konnte. Der positive Effekt konnte in den Gruppen mit mittelgradig
oder hoch ausgeprägtem Risiko und der Untergruppe mit dem histologischen Stadium IV
nachgewiesen werden, nicht jedoch in der Gruppe mit niedrigem Risiko. Es wurde
vermutet, ob dies daran liegen könne, dass diese Form der PBC innerhalb von vier Jahren
nicht zu einem Endstadium der Erkrankung fortschreite.
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Die Rolle der UDCA bei dem Risiko, Ösophagusvarizen zu entwickeln, wurde von
Lindor et al. (1997) untersucht. In einer prospektiven, placebo-kontrollierten Studie
wurde der Krankheitsverlauf bei insgesamt 180 Patienten über 4 Jahre lang verfolgt.
Dabei war die Entwicklung von Ösophagusvarizen in der Verumgruppe verzögert, so
dass die Autoren folgerten, UDCA sei geeignet, neben der Verbesserung biochemischer
Parameter, der Verlängerung der Überlebenszeit und der Zeit bis zur
Lebertransplantation das Risiko der Entwicklung von Ösophagusvarizen wirksam zu
verringern.
Positive Effekte der langfristigen Medikation mit UDCA bei intrahepatischer
cholestatischer Lebererkrankung von Kindern beschränkten sich in der 2,5 Jahre
dauernden, offenen Untersuchung von Narkewicz et al. (1998) auf die qualitative
Verbesserung von Pruritus und biochemischen Parametern. Parameter, die eine
quatitative Bestimmung der Leberfunktion erlaubten, wie die Eliminationshalbwertszeit
von Galactose und Coffein oder die quantitative hepatische Szintigraphie, zeigten
dagegen keine Verbesserung an.
In dem Bemühen, bei Therapieresistenz unter UDCA-Gabe weitere Verbesserungen zu
erzielen, wurde in einer Arbeit von Ricci et al. (1998) die Kombinationstherapie mit
Cholylsarcosin untersucht, ohne jedoch zu einem positiven Ergebnis zu führen. Kim et al.
(1997) prüften die Bedeutung des Vorliegens von Anti-Mitochondrialen Antikörpern
(AMA) für die Frage der Therapieresistenz unter UDCA, wobei sich jedoch auch hier
keine Korrelation ergab. Chazouillères et al. (1998) wiesen in einer Untersuchung an 11
Patienten darauf hin, dass ein Teil der Patienten bei PBC aufgrund eines bisher nicht
bekannten Overlap-Syndromes mit gleichzeitigem Auftreten einer Autoimmunhepatitis
eine Therapieresistenz gegen UDCA-Monotherapie aufweisen könne. Für eine
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Verbesserung der biochemischen Parameter wurde daher für diesen Fall die Kombination
von UDCA mit Corticosteroiden vorgeschlagen. Auch auf weitere, in Verbindung mit
PBC gehäuft auftretende Autoimmunphänomene wie Sicca-Syndrom, Raynaud-
Phänomen, Arthritis und Hashimoto-Thyreoiditis scheint UDCA keinen positiven Effekt
zu haben, wie Zukowski et al. (1998) in einer prospektiven, randomisierten und
kontrollierten Studie an 180 Patienten zeigen konnten.
Positive Ergebnisse wurden zunächst auch für die Primär Sklerosierende Cholangitis
(PSC) beschrieben, einer seltenen, vorwiegend bei Männern auftretenden Entzündung
der intra- und extrahepatischen Gallenwege (LaRusso et al. 1984), bei der in 70% der
Patienten gleichzeitig eine Colitis ulcerosa besteht. Anfänglich erwies sich der Effekt der
UDCA (Podda et al. 1989; Chazouillères et al. 1990; Hayashi et al. 1990, O'Brian et
al. 1991) ebenso wie der von Methotrexat in niedriger Dosierung (Kaplan et al. 1987)
als günstig für den Krankheitsverlauf. Auch hier bestand zunächst neben kleinen
Patientenzahlen die Schwierigkeit, dass die Studien mit offenem Design durchgeführt
wurden, lediglich D-Penicillamin wurde Placebo-kontrolliert getestet (LaRusso t al.
1988).
Lindor (1997) legte dann eine doppelblind angelegte und Placebo-kontrollierte Studie
mit 105 Probanden vor, bei denen eine PSC gesichert vorlag. Die Probanden erhielten
13-15 mg/kg KG UDCA in zwei Dosen und wurden im Median 2,2 Jahre
nachbeobachtet. Therapieversagen wurde definiert als Tod, Progression zur Zirrhose
bzw. Entwicklung von Ösophagusvarizen, Aszites oder einer Enzephalopathie,
Lebertransplantation, Progression um 2 von 4 histologischen Stadien, anhaltende
Vervierfachung des Serum-Bilirubin, deutliche Verschlechterung von Pruritus oder
Müdigkeit sowie Intoleranz gegenüber der Medikation bzw. deren freiwilliges Absetzen.
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Zwar wurden Verbesserungen der Leberenzyme Alkalische Phosphatase (AP) und
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) sowie von Bilirubin und Albumin beobachtet,
es bestand aber kein Unterschied in der Zeit bis zum Erreichen des Therapieversagens.
Auch für die Gruppen der Probanden mit frühen Stadien der Erkankung oder kurz vor
der Lebertransplantation konnte kein Unterschied festgestellt werden, so dass sich für die
Behandlung der PSC klinisch kein positiver Effekt der UDCA nachweisen liess.
Auch Mitchell und Chapman (1997) kamen in ihrem Review zu dem Ergebnis, dass die
orthotope Lebertransplantation die einzige Therapie für fortgeschrittene Stadien der PSC
sei, wobei die Möglichkeit der Wiederkehr der Erkrankung im Transplantat zunehmend
beachtet werde. Alle bisher verwendeten therapeutischen Substanzen hätten bisher
keinen Effekt auf die Progression der Erkrankung gezeigt.
Eine Verbesserung der Überlebenszeit bei Patienten mit PSC im Vergleich mit der
erwarteten Überlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier konnte die Studie von
Stiehl et al. (1997) nach einer durchschnittlichen Nachbeobachtungszeit von 45,0 ± 3,5
Monaten nur für die Kombination der Medikation mit UDCA mit endoskopischen
Massnahmen zur Beseitigung von Stenosen der ableitenden Gallenwege erbringen, nicht
aber für eine alleinige Therapie mit UDCA.
Pohl und Jung (1997) veröffentlichten einen Case-Report, in dem eine mit entzündlichen
pankreatischen Veränderungen assoziierte PSC beschrieben wurde. Unter Gabe von
UDCA und Substitutiontherapie bezüglich der endokrinen und exokrinen
Pankreasfunktion normalisierten sich die Laborparameter, der Patient nahm an Gewicht
zu und die radiologisch fassbaren Veränderungen am Gallenwegs- und
Pankreasgangsystem gingen zurück. Über den längerfrisitigen Verlauf wurden allerdings
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keine Aussagen getroffen, so dass zusammenfassend UDCA in der Behandlung der PSC
keine belegbaren positiven Effekte zu haben scheint.
Ein seltener Case-Report wurde von Christensen et al. (1997) beschrieben, die eine
schwangere Patientin mit Primär Sklerosierender Cholangitis mit UDCA behandelten.
Nach Absetzen der bereits vor Bekanntwerden der Gravidität verabreichten UDCA
nahmen biochemische und klinische Cholestasemarker zu, so dass die Gabe von UDCA
erneut begonnen wurde, worunter sich die Beschwerden wieder besserten.
Auf einen wichtigen Bereich mit erfolgreicher Anwendung der UDCA deuten mehrere
Publikationen hin, nämlich die Gabe bei idiopathischer Schwangerschafts-Cholestase
(Lammert et al. 2000). Palma et al. (1997) berichteten von einer doppelblind und
Placebo-kontrolliert durchgeführten Studie an 15 Patientinnen, in der nicht nur eine
Verbesserung von Pruritus und biochemischen Parametern bei der Mutter, sondern auch
ein positiver Effekt in Bezug auf Geburtszeitpunkt und -komplikationen des Kindes
erzielt werden konnte. Die Geburtstermine der Kinder, deren Mütter UDCA erhalten
hatten, lagen am oder nahe dem errechneten Termin, durchschnittlich in der 38.
Schwangerschaftswoche. Dagegen erfolgten in der Placebogruppe 5 Geburten vor der
36. Woche, darunter eine Totgeburt. Die Verträglichkeit der verabreichten UDCA war
durchweg sehr gut, unerwünschte Wirkungen wurden nicht angegeben.
Brites et al. (1998 a) unterstützten dies in einem Fallbericht über eine Patientin mit
schwerer intrahepatischer Cholestase mit frühem Beginn und prolongiertem postpartalem
Verlauf. Beobachtet wurden nach Verabreichung von UDCA ab der 29.
Gestationswoche eine Verminderung des Pruritus und eine Abnahme der
Gallensäurespiegel sowohl im Serum als auch in der Amnionflüssigkeit. Die Geburt des
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Kindes in der 36. Woche erfolgte mit einem Geburtsgewicht von 2.050 g und einem
APGAR-Score von 9.
Einen weiteren Aspekt ergänzend zur Besserung klinischer Parameter stellte die Arbeit
von Serrano et al. (1998) heraus, die eine Verbesserung des während der
Schwagerschaftscholestase herabgesetzten plazentaren Gallensäureaustausches
beschrieb. Gemessen wurde dies anhand von Membranvesikeln aus der basalen und
apikalen Plasmamembran des Trophoblasten mit variablen Konzentrationen von 14C-
Glycocholat und einer Rapid-Filtration-Technik, so dass die Parameter der maximalen
Geschwindigkeit des Transportes Vmax, der Affinitätskonstanten Kt und der Effizienz
des Transportes Ef  bzw. Vmax/Kt bestimmt werden konnten. Die unter Cholestase
verminderten Werte an der basalen Trophoblastenmembran normalisierten sich unter
Gabe von UDCA. Insgesamt scheint also für die Therapie mit UDCA bei
Schwangerschaftscholestasen ein positiver Effekt nachweisbar zu sein.
Eine Arbeit der Gruppe von Jaquemin et al. (1997) beschäftigte sich mit der Rolle der
UDCA-Medikation bei der Progressiven Familiären Intrahepatischen Cholestase (PFIC),
einer seltenen erblichen, letalen hepatozellulären Erkrankung der Kindheit. In der Gruppe
der Patienten mit initial erhöhten g-GT-Werten war die Verbesserung biochemischer
Parameter mit der Anreicherung der UDCA im Gesamt-Gallensäurepool verbunden. Bei
den Kindern, deren Leberwerte sich unter der Therapie normalisierten, kam es parallel zu
einem Rückgang oder sogar einem Verschwinden von Hepatosplenomegalie und
Pruritus. Ein Auslassversuch war von einer Verschlechterung begleitet, die sich nach
Wiederbeginn der UDCA-Medikation reversibel zeigte. Darüber hinaus kam es bei einem
Teil dieser Patienten zu einer Abnahme der Fibrose in der histologischen Kontrolle, so
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dass die Autoren UDCA für das initiale therapeutische Management der PFIC
vorschlugen.
Mork et al. (1997) berichteten in einem Case-Report, dass sich unter einer Therapie mit
UDCA eine androgeninduzierte Cholestase, ausgelöst durch 17a-Methyl-Testosteron,
vollständig zurückgebildet habe.
Gross et al. (1998) berichteten in einer Arbeit über Patienten mit erythropoetischer
Protoporphyrie (EPP), dass eine Therapie der intrahepatischen Cholestase mit UDCA
nur in den initialen Stadien zu einer Verbesserung führe. Auch hier waren zwar
Verbesserungen der biochemischen Parameter zu finden, jedoch keine klinisch fassbare
Remission.
Einen günstigen Effekt der adjuvanten Therapie mit UDCA nach Lebertransplantation
beobachteten Barnes et al. (1997) in einer randomisierten, doppelt-blinden und Plazebo-
kontrollierten Studie an 52 Patienten. Die Autoren untersuchten die dreimonatige
Verabreichung von 10-15 mg UDCA/kg Körpergewicht zusätzlich zu einer auf
Cyclosporin basierenden immunsuppressiven Therapie, wobei primär das Auftreten und
die Anzahl akuter Abstossungsepisoden bei den einzelnen Patienten, sekundär die
Häufigkeit bakterieller Infektionen, die Dauer des Krankenhausaufenthaltes und die 90-
Tage bzw. 1-Jahres-Überlebenszeit als Parameter verglichen wurden. Obwohl die Anzahl
der Patienten, bei denen eine Abstossungsreaktion auftrat, in beiden Gruppen gleich war,
unterschieden diese sich jedoch deutlich in der Anzahl der akuten Abstossungsepisoden
pro Patient, die in der UDCA-behandelten Verumgruppe signifikant niedriger lag.
Darüber hinaus waren die Ergebnisse auch bei den sekundär erhobenen Parametern
signifikant günstiger, so dass die Autoren empfahlen, die adjuvante Medikation mit
UDCA nach Lebertransplantation regelmässig in Betracht zu ziehen.
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Gegenteilige Beobachtungen wurden von Flecke stein et al. (1998) veröffentlicht, die in
einer randomisierten Studie an 30 Patienten Plazebo-kontrolliert keinen positiven Effekt
der adjuvanten Therapie mit UDCA finden konnten, wobei die Gesamtzahl der
Abstossungsreaktionen ebenso wie die 1-Jahres-Überlebenszeit Berücksichtigung fanden.
Die prophylaktische Medikation mit UDCA nach Lebertransplantation zeigte auch keinen
positiven Effekt bezüglich akuter Abstossungsreaktionen in einer randomisierten,
placebo-kontrollierten Multicenterstudie an insgesamt 102 Patienten von  Keidi g et al. (
1997).
Bahrle et al. (1998) veröffentlichten eine retrospektive Arbeit über Patienten nach
Herztransplantation, die eine Triple-Immunsuppression aus Azathioprin, Cyclosporin und
Prednisolon erhielten. Die Patienten in der UDCA-Gruppe erhielten diese Medikation
wegen einer Cyclosporin-induzierten Cholestase. Die Anzahl der akuten
Abstossungsepisoden in den ersten 6 Monaten nach Herztransplantation war in der
adjuvant mit UDCA behandelten Gruppe signifikant geringer als in der Kontrollgruppe.
Die Autoren führten diesen positiven Effekt auf eine mögliche immunomodulatorische
Wirkung der UDCA zurück, die als adjuvante Medikation bei Organtransplantationen
genutzt werden könnte.
Schliesslich untersuchten Essell et al. (1998) die prophylaktische Gabe von UDCA vor
Beginn der Chemotherapie mit Busulfan und Cyclophosphamid bei allogener
Knochenmarktransplantation. Die Autoren verwiesen auf eine Reduktion der Rate
hepatischer Komplikationen, insbesondere von Lebervenenthrombosen, konnten jedoch
keinen Effekt auf die Häufigkeit der Graft-versus-Host-Reaktionen finden. In einem
Case-Report über Graft-versus-Host-disease und hepatische Komplikationen der
Chemotherapie mit Busulfan und Cyclosporin vor haploidentischer
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Knochenmarktransplantation bei zwei Kindern mit schwerer kombinierter
Immundefizienz (SCID) berichteten auch Wulffraat et al. (1997) von positiven
Auswirkungen der Therapie mit UDCA.
Einen sehr differenzierten Ansatz vertraten Comcowich et al. (1997), die den Nutzen von
UDCA bei Knochenmarktransplantation vorsichtiger formulierten. Eine endgültige
Bewertung der Frage des Nutzens der UDCA bei Prophylaxe und Therapie von
Venenthrombosen im Zusammenhang mit allogenen Knochenmarktransplantationen sei
aufgrund der bisher vorliegenden spärlichen Daten nicht zu treffen. Patienten unter einem
Therapieregime mit Busulfan und Cyclophosphamid und gleichzeitigem Risiko für eine
Lebervenenthrombose durch vorbestehende Leberschädigung seien jedoch mögliche
Kandidaten für eine Therapie mit UDCA. Grössere, randomisierte Studien seien
erforderlich, um die Rolle der UDCA bei der Verhütung bzw. Behandlung der
Lebervenenthrombose zu klären.
Lindblad et al. (1998) publizierten eine prospektive Studie an 10 Probanden mit
Leberbeteiligung bei Zystischer Fibrose, welche über 2 Jahre mit UDCA behandelt
wurden. Der Verlauf wurde mittels Laborparametern und Leberbiopsie verfolgt und die
Metabolisierungsmuster der UDCA anhand von FAB-MS und GC-MS untersucht. Nur
ein Patient zeigte eine Progression, 7 Patienten zeigten in der blind beurteilten Histologie
eine Besserung mit geringerer Entzündungsreaktion und/oder Abnahme der
Gallengangsproliferation. Bei 8 Probanden normalisierten sich Leberwerte und Serum-
IgG. Bezüglich des Gallensäuremusters fanden die Autoren, dass der Anteil von UCDA
und Iso-UDCA unter der Behandlung von durchschnittlich 4% (bzw. 3%) auf 40% (bzw.
40%) zunahm. Hierbei fand sich für die glycosidischen Konjugate der UDCA und ihrer
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Metabolite ein Ausscheidungsmuster wie bei Gesunden, die Konjugation mit N-Acetyl-
Glucosaminid dominierte für UDCA und Iso-UDCA.
Einen positiven Effekt der UDCA bei 2 Kindern mit cholestatischem Ikterus bei
Zystischer Fibrose beschrieben auch Scher et al. (1997). Die Autoren behandelten mit
einer Dosis von 20-40 mg/kg/d unter der Annahme, die schlechtere enterale Resorption
und Unreife des enterohepatischen Kreislaufes bei Kindern dadurch ausgleichen zu
können. Eine Dosisfindungsstudie zur UDCA-Therapie bei Zystischer Fibrose führten
van de Meeberg et al. (1997) durch, die den Effekt von 10 mg/kg KG/d mit der Gabe
von 20 mg/kg KG/d verglichen und zu dem Ergebnis kamen, dass mit der höheren Dosis
eine bessere Ansprechbarkeit in Bezug auf die Laborparameter einherging.
Der Versuch einer Therapie bei neonatalem cholestatischem Leberversagen bei
Hämochromatose, von Siafakas et al. (1997) unternommen, blieb erfolglos. Ebenso blieb
UDCA ineffektiv bei dem Versuch, Fett-Malabsorption und erhöhte Gallensäure-
Konzentrationen im Serum bei Kurzdarm-Syndrom zu behandeln (Ohkohchi et al. 1997).
Eine versuchsweise Anwendung der UDCA fand auch bei weiteren, die Leber- und
Gallenwege betreffenden Krankheitsbildern statt, wie z.B. chronischen Hepatitiden
(Leuschner et al. 1985; Podda et al. 1990; Rolandi et al. 1991) und alkoholtoxischer
Leberzirrhose (Salvioli et al. 1990; Plevris et al. 1991). Bei diesen kontrollierten
Studien konnte eine positive Wirkung der Ursodeoxycholsäure beobachtet werden; bei
chronisch aktiver Hepatitis B (Attili et al. 1991) bzw. C (Floreani et al. 1991) liess sich
Placebo-kontrolliert im Gegensatz dazu keine Verbesserung nachweisen. Abdelmalek et
al. (1998) verglichen in einer randomisierten, kontrollierten Doppelblindstudie die
Kombination von UDCA mit Interferon alpha 2b mit einer Interferon-Monotherapie bei
chronischer Hepatitis C. Auch hier konnte kein Vorteil hinsichtlich histologischem Bild
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oder der Verringerung der Hepatitis C-Virus mRNA gefunden werden. Senturk t al.
(1997) fanden eine nicht signifikante Steigerung der Responserate der Interferontherapie
durch die Kombination mit UDCA in einem 3-jährigen Therapieregime bei chronischer
Hepatitis C.
Nakamura et al. (1998) beschrieben eine Gruppe von 5 Patienten mit
Autoimmunhepatitis Typ I, bei denen es unter langfristiger Therapie mit UDCA zu
Verbesserungen der biochemischen Parameter und zu einer histologisch verifizierten
Abnahme der Entzündungsreaktion, nicht jedoch zu einer Beeinflussung der Fibrose
kam.
Zusammenfassend lässt sich daher sagen, dass sich nachweisbare positive Effekte der
UDCA vor allem auf die PBC und die idiopathische Schwangerschaftscholestase
konzentrieren, während andere cholestatische Lebererkrankungen, d.h. insbesondere die
PSC, nicht auf eine Medikation mit UDCA anzusprechen scheinen.
2.3 Pharmakodynamik der Ursodeoxycholsäure
Trotz des Wissens über die enterohepatische Zirkulation und die verschiedenen
Möglichkeiten der Verstoffwechselung von Gallensäuren ist nach wie vor unklar, welche
pathogenetischen Mechanismen den klinisch und biochemisch zu beobachtenden
positiven Effekten unter der Medikation mit UDCA zugrunde liegen. Die
Gallensteinauflösung (Salen 1988) bleibt bisher die einzige Ausnahme, bei der es
annähernd gelang, die dabei wirksame Pharmakodynamik zu verstehen, wobei die
Mechanismen jedoch nicht nur für die Verabreichung von UDCA Geltung haben,
sondern auch z.B. für CDCA-Medikation.
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Die Anstrengungen konzentrierten sich zunächst auf die Wirkung der UDCA-Medikation
auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung des Gallensäurepools. Hofmann
(1990) stellte einen choleretischen Effekt der UDCA heraus. Weiter wurde erörtert, dass
zugeführte UDCA die intestinale Absorption körpereigener Gallensäuren im Dünndarm
hemmen könne, was zu einer verminderten Gallensäurekonzentration im Plasma führen
würde (Stiehl et al. 1990 a,b).
Durchgeführt wurden Untersuchungen an Patienten mit Cholezystolithiasis und PBC
sowie an adipösen Patienten und Gesunden (Hofma n 1994 a). Bei nicht-adipösen
Patienten mit Cholezystolithiasis und Patienten mit cholestatischer Lebererkrankung
nahm die Gallensäuresekretion nur moderat zu, parallel zu einer Abnahme der
Cholesterin-Sekretion.
Hofmann (1994 a,b) zitiert mehrere Studien, die die ursprüngliche Vorstellung von einer
schnellen und kompletten Absorption peroral zugeführter UDCA in Frage stellten. Bei
Verabreichung einer einzelnen Dosis von 500 mg blieb die Absorption inkomplett.
Nichtsdestotrotz wurde eine Anreicherung in der Gallenflüssigkeit von 30-60% bei
längerfristiger peroraler Einnahme festgestellt. Die Rückresorption wird aber durch eine
Lösung in Natriumsalzen wegen der dann vorliegenden protonierten Form erleichtert,
wie bereits oben beschrieben wurde. Der Grad der Anreicherung von UDCA in der
Gallenflüssigkeit bei längerfristiger Einnahme ist dabei proportional zur verabreichten
Dosis. Hofmann (1994 a) gibt den Anteil der UDCA an den Gallensäuren insgesamt mit
40% bei einer Dosis von 8-10 mg/kg/d und einen Anteil von 70% bei einer Dosierung
von 50 mg/kg/d an.
Miettinen et al. (1998) beschrieben die Veränderungen unter langfrisitiger, hochdosierter
Gabe von UDCA wie folgt: Verminderung der Cholesterin-Absorption, Cholesterin-
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Synthese und biliären Sekretion verbunden mit einem inkonstant zu beobachtenden
Anstieg der Präkursoren der Cholesterinsynthese in Serum und Galle. Dies führte
insgesamt zu einer Abnahme des prozentualen molaren Anteiles von Cholesterin sowie
zu einer Verminderung des Lithogenitäts-Index bzw. des Cholesterin/Phospholipid-
Verhältnisses in der Galle.
Brites et al. (1998 b) führten eine Untersuchung an Patientinnen mit
Schwangerschaftscholestase durch, in der sie zu zeigen versuchten, dass sich ein unter
Cholestasebedingungen gestörtes Gallensäuremuster durch Gabe von UDCA
normalisierte. Die unter Cholestase auftretenden Veränderungen wurden mit einer
Zunahme des Cholsäure-Anteiles, einer Abnahme der Chenodeoxycholsäure und der
Glycin-Taurin-Ratio beschrieben.Diese waren durch die UDCA-Medikation reversibel.
Für die Gruppe der cholestatischen Lebererkrankungen wurde vermutet, dass die
Reduktion von hydroxylierten körpereigenen Gallensäuren und die damit verknüpfte
Zunahme von hydroxylierten Derivaten der UDCA bzw. der Ersatz der mehr
hydrophoben endogenen Gallensäuren durch die mehr hydrophile UDCA eine Rolle
spielen könne (Batta et al. 1989 b). Hierzu veröffentlichten Batta et al. (1997) eine
weitere Arbeit, in der die Gabe der hydrophileren Urso- bzw. Tauroursocholsäure (UCA
bzw. T-UCA) mit der von UDCA verglichen wurde. Obwohl die Urso- und
Tauroursocholsäure in Serum und Gallenflüssigkeit vermehrt messbar waren, einen
Anteil von 21-35% einnahmen und neben dem Metabolismus zu Deoxycholsäure auch
die Urinausscheidung stieg, blieben positive Effekte auf biochemische oder klinische
Verlaufsparameter während des einmonatigen Kontrollzeitraumes aus. Im Gegensatz
dazu folgte der Gabe von UDCA neben einer Anreicherung bis zu einem Anteil von 45-
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65% in Serum und Gallenflüssigkeit eine Verbesserung biochemischer Parameter, so dass
die Autoren eine Therapie mit UCA bei PBC als ineffektiv einstuften.
Anders war das Ergebnis beim Vergleich der Medikation von Tauro-UDCA (T-UDCA)
mit der von UDCA, welchen Larghi et al. (1997) publizierten. Beide Substanzen wurden
in einer Dosierung von 500 mg/d verabreicht und die Laborparameter während zweier
sechsmonatiger Behandlungsphasen, unterbrochen von einer dreimonatigen
Auswaschphase, gemessen. Zumindest während dieser Beobachtungszeiträume konnte
kein Unterschied in dem insgesamt positiven Effekt auf die Labordaten zwischen beiden
Substanzen festgestellt werden. Auch war die Verabreichung von T-UDCA ebenso gut
verträglich wie die von UDCA. Zusammenfassend scheint in beiden Untersuchungen
weniger die Hydrophilie als die strukturelle Eigenart der UDCA von Bedeutung zu sein.
Ein direkt hepatoprotektiver Effekt, zumindest in vitro, wurde von Nakagawa et al.
(1990) beschrieben.
Einen interessanten Aspekt beleuchteten Ide et al. (1997), die sich mit der Rolle von
bakteriellen Antigenen beim Zustandekommen der stark erhöhten IgM-Serumspiegel bei
Patienten mit PBC befassten, deren Ursache noch nicht endgültig geklärt ist. Dabei
fanden die Autoren eine Korrelation zwischen der Höhe der Gesamt-IgM-Serumspiegel
und der Höhe von Anti-Lipid-A-Antikörpern der IgM-Klasse, die bei den untersuchten
Patienten mit PBC gefunden wurde. Die Therapie mit UDCA führte zu einer Senkung
der initial erhöhten Anti-Lipid-A-Antikörper-Serumspiegel, was die Autoren auf eine
veränderte Immunantwort auf die Stimulation durch die Antigene gramnegativer
Darmbakterien zurückführten, zu deren Komponenten Lipid-A gehört. Möglicherweise
sei durch die positive Wirkung auf die Cholestase diese Veränderung der Immunantwort
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möglich geworden. Einen direkten immunmodulatorischen Effekt der UDCA beschrieben
die Autoren nicht.
Ein solcher immunmodulatorischer Effekt wurde in einigen Arbeiten im Zusammenhang
mit Transplantationen (siehe Kapitel 2.2) postuliert und untersucht. Dabei stand neben
der Wirkung bei Lebertransplantationen auch die Prävention der durch Chemotherapie
ausgelösten cholestatischen Leberschäden bei Herz- und Knochenmarktransplantationen
im Mittelpunkt des Interesses. Neben der positiven Wirkung auf die Cholestaseparameter
und die Verminderung der Anzahl von Lebervenenthrombosen und der dadurch
bedingten Verbesserung der 100-Tage-Überlebenszeit blieb jedoch der vermutete Effekt
auf die Graft-versus-Host-Reaktionen Gegenstand kontroverser Diskussionen. Eine
kausale Verknüpfung konnte auch hierfür nicht gefunden werden.
Lim et al. (1997) publizierten eine Arbeit, in der sie die Wirkung von UDCA auf das
lösliche interzelluläre Adhäsionsmolekül 1 (sICAM-1) untersuchten, von dem
angenommen wird, dass es von Zellen am Ort einer Entzündung freigesetzt wird. Die bei
Patienten mit PBC erhöhten sICAM-1-Spiegel fielen unter zwölfmonatiger Therapie um
durchschnittlich 20% ab, eine weitere Reduktion konnte durch Kombination mit
Prednison oder Azathioprin erreicht werden. Ein Rückgang der Entzündungsreaktion
und der Aktivierung des Immunsystems unter UDCA kann also postuliert werden, über
den genauen Mechanismus oder die Spezifität von sICAM-1 für die Messung der
Entzündungsaktivität bei cholestatischen Lebererkrankungen ist damit aber noch keine
Aussage gemacht. De Caestecker (1997) stufte die Verwendung des sICAM-1 als
Surrogatmarker als vielversprechend ein.
Neben den auf qualitative und quantitative Aspekte der Gallensäureproduktion sich
konzentrierenden Arbeiten postulierten Meng et al. (1997), dass die UDCA Effekte auch
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unabhängig von der Stimulation der Gallensäuresekretion haben könnte. In ihrer Studie
an Patientinnen mit intrahepatischer Schwangerschaftscholestase konnten sie aufzeigen,
dass UDCA die biliäre Sekretion von sulfatierten Metaboliten des Progesteron,
insbesondere mit 3a-Hydroxy-5a-Konfiguration bzw. disulfatierten Metaboliten,
stimulierte. Die Grössenordnung der Veränderungen im Gallensäure- bzw. im
Steroidmuster waren dabei nicht miteinander korreliert.
Der Effekt der UDCA-Medikation auf Lipoprotein- und Retinol-Metabolismus bei
Zystischer Fibrose wurde von Lepage et al. (1997) untersucht, indem 19 Kinder in einer
doppelblinden Crossover-Studie über ein Jahr lang verfolgt und dann mit UDCA
nachbehandelt wurden. Zum Eingangszeitpunkt zeigten sich bei allen Patienten
biochemisch Hinweise auf eine Defizienz an essentiellen Fettsäuren. Während der
Behandlungsphase mit einem follow-up von durchschnittlich 25 Monaten war eine
signifikante Reduktion von Triglyceriden, Cholesterol und den Gesamt-Fettsäuren zu
verzeichnen. Darüber hinaus führte UDCA zu einer Zunahme der ungesättigten n-6
Fettsäuren-Konzentration bei gleichzeitiger Reduktion der 20:3n-9/20:4n-6 Fettsäuren.
Obwohl die Vitamin E-Spiegel unverändert blieben, kam es zu einer Veränderung der
Metabolisierung von Retinol mit einer signifikanten Zunahme der Retinol-bindenden
Proteine, parallel dazu eine Abnahme der Retinylester, die sich bei Zystischer Fibrose
deutlich erhöht gezeigt hatten.
Vuoristo et al. (1997) untersuchten das Vorkommen der Apolipoprotein-E-
Polymorphismen bei PBC und ihre Verknüpfung mit der therapeutischen
Ansprechbarkeit unter UDCA-Gabe. Dabei fanden die Autoren, dass bei PBC das Allel
epsilon2 signifikant häufiger vorkommt als bei gesunden Kontrollpersonen. Unter den an
PBC erkrankten Personen kam es zu einem Ansprechen auf die Therapie und damit zu
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einer Verbesserung der Leberenzyme, der akuten hepatischen Entzündungsreaktion und
der Gesamt- bzw. LDL-Cholesterin-Level bei denjenigen Personen, bei denen die Allele
epsilon4 und epsilon3 vorlagen. Probanden mit dem Allel epsilon2 des Apolipoprotein E
zeigten keine Verbesserung der o.g. Marker, so dass die Autoren folgerten, ein
Ansprechen auf die Therapie mit UDCA sei eng mit dem Vorkommen des
Apolipoprotein-E-Polymorphismus korreliert.
Um die Wirkungsweise der Medikation bei Krankheitsprozessen besser verstehen zu
können, wurden die Stoffwechselwege der zugeführten UDCA bei gesunden Probanden
genauer charakterisiert. Marschall et al. (1989, 1992) konzentrierten sich auf die bis
dahin unbekannten N-Acetyl-Glucosaminid-Konjugate der UDCA. Mit einer
modifizierten und dadurch differenzierteren chromatographischen Auftrennung stellte
sich die N-Acetyl-Glucosaminidierung qualitativ als eine für 7b-hydroxylierte
Gallensäuren selektive Reaktion heraus (Marschall et al. 1989,  1992). Quantitativ fand
sich N-Acetyl-Glucosaminid als das häufigste Konjugat der UDCA im Urin, was die
Bedeutung dieses Stoffwechselweges weiter heraushob.
Kimura et al. (1995) untersuchten in der Folge die Ausscheidung von N-Acetyl-
Glucosaminiden im Serum und im Urin von Probanden, die an chronischen
Lebererkrankungen litten. Nur bei Patienten mit Primär Biliärer Zirrhose fanden sich
sowohl im Urin als auch im Serum Gallensäure-N-Acetyl-Glucosaminide, die
ausschliesslich als Konjugat mit UDCA zu finden waren. Im Stadium I der PBC machten
diese Konjugate sogar 50.1% der insgesamt mit dem Urin ausgeschiedenen Gallensäuren
aus, im Stadium II 32.5% und im Stadium III nur noch 20.5%. Die UDCA-N-Acetyl-
Glucosaminide nahmen insgesamt jedoch weniger als 2.5% der Serum-Gallensäuren ein.
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Die Autoren folgerten, dass die Konjugation mit N-Acetyl-Glucosaminid ein wichtiger
Stoffwechselweg für UDCA bei Patienten mit PBC sei.
Die Absicht dieser Arbeit war es, speziell den Aspekt der N-Acetyl-Glucosaminidierung
herauszuarbeiten und zu unterstreichen.
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3. AUFGABENSTELLUNG
Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die im Urin gesunder Probanden vor und
während der oralen Verabreichung von Ursodeoxycholsäure auftretenden
Veränderungen sowohl im Muster der Gallensäuren als auch ihrer Konjugate qualitativ
und quantitativ zu dokumentieren. Insbesondere die Ausscheidung der
Ursodeoxycholsäure und ihrer Derivate sollte beobachtet und mit den Ergebnissen
früherer Arbeiten verglichen werden.
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4. MATERIAL UND METHODE
4.1 Aufbau des Experimentes
Zehn gesunde Probanden im Alter von 23-37 Jahren, Mittelwert 25.1+ 4.3 Jahre, fünf
weiblich und fünf männlich, nahmen 10 Tage lang täglich 750 mg Ursodeoxycholsäure
(UrsofalkR, Dr. Falk Pharma, Freiburg) oral ein. Am Tag vor der ersten Einnahme sowie
am zehnten Tag sammelten alle Probanden einen 24h-Urin und unterzogen sich einer
Blutabnahme. Im Serum wurden jeweils ein Blutbild, Elektrolyte, GOT/AST (Glutamat-
Oxalazetat-Transaminase, neuerdings Aspartat-Transferase genannt), GPT/ALT
(Glutamat-Pyruvat-Transaminase, neuerdings Alanin-Transferase genannt), g-GT
(gamma-Glutamyl-Transferase), GLDH (Glutamat-Dehydrogenase), PCHE (Plasma-
Cholinesterase), Bilirubin sowie LDH (Laktat-Dehydrogenase) und CK (Creatin-Kinase)
bestimmt.
Die im Routinelabor ermittelten Parameter lagen bei allen Probanden im Normbereich,
eine über die UDCA hinausgehende Medikation wurde nicht eingenommen.
Erkrankungen der Leber- und Gallenwege oder der Nieren bestanden bei keiner der
Versuchspersonen.
Alle Probanden gaben nach ausführlicher Aufklärung ihre Zustimmung. Die Studie war
von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen geprüft und
gebilligt worden.
4.2 Statistische Auswertung
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Bei der vergleichenden Betrachtung der Gallensäuremengen vor und nach UDCA wurde
zur Ermittlung statistisch signifikanter Differenzen ein Student-t-Test für unverbundene
Stichproben verwandt und p = 0.05 als Signifikanzniveau bestimmt. Für die angegebenen
t-Werte galt, dass sich die Mittelwerte auf dem festgelegten Signifikanzniveau
unterscheiden liessen, wenn t ³ tf,a. Mit a = 0.05 und f = 18 ergab sich aus der Tabelle
der Student-t-Verteilung (Bronstein und Semendjajew 1984) ein Wert für tf,a von 2.101.
4.3 Materialien
Sämtliche verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi-Qualität von der Fa. MERCK
(Darmstadt) bezogen. Die Sep-Pak-C18-Kartuschen stammten von WATERS ASS.
(Milford, MA, USA), Lipidex-DEAP und Lipidex 5000 von der Fa. PACKARD-
BECKER (Groningen, NL). Cholylglycin-Hydrolase wurde von SIGMA (München), b-
Glucuronidase aus dem Saft von Helix pomatia von L'INDUSTRIE BIOLOGIQUE
FRANCAISE (Clichy, F) und N-Acetyl-b-Glucosaminidase von BOEHRINGER
MANNHEIM geliefert. Zur Herstellung der TMS-Ether-Derivate wurde Sigma-Sil-A
der Fa. SIGMA (St. Louis, MO, USA) benutzt. Die n-Alkan-Standards C30, C36 sowie
C40, C44 und C46 wurden von der Fa. FLUKA (Buchs, CH) bezogen.
4.4 Beschreibung des Aufarbeitungsganges
4.4.1 Allgemeines
Im folgenden werden die im Experiment verwandten Verfahren einzeln charakterisiert
und der komplette Aufarbeitungsgang in einem Flussschema weiter unten
zusammengefasst dargestellt. Die Proben aller Versuchsteilnehmer wurden einzeln
aufgearbeitet und nach Fraktionen getrennt analysiert. Die Differenzierung erfolgte in
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unkonjugierte Gallensäuren, unkonjugierte Glucoside, unkonjugierte N-Acetyl-
Glucosaminide, Glycin-Taurin-Glucoside, Glycin-Taurin-N-Acetyl Glucosaminide,
Glycin-Taurin-Glucuronide, Glucuronide, Sulfate und Glycin-Taurin-Sulfate. Innerhalb
dieser Gruppen wurden die folgenden Gallensäuren quantitativ bestimmt: Cholsäure
(CA) und Chenodeoxycholsäure (CDCA) als primäre Gallensäuren, Deoxycholsäure
(DCA) und Lithocholsäure (LCA) als sekundäre sowie Ursodeoxycholsäure (UDCA)
und deren Epimer Iso-Ursodeoxycholsäure (Iso-UDCA) als tertiäre Gallensäuren.
4.4.2 Extraktion
Die Extraktion mit Hilfe von Sep-Pak-C18 Kartuschen wurde erstmals von Shackleton und
Whitney (1980) als eine schnelle und genaue Methode beschrieben, um neutrale und
konjugierte Steroidhormone aus dem Urin zu isolieren. Setchell und Worthington (1982)
erweiterten dies auf Gallensäuren und ihre Derivate. Als Verfahren dient dabei die Reverse-
Phase-Chromatographie an Octadecanylsilan-gebundenem Silizium, bei der die
Gallensäuren aus dem polaren Lösungsmittel an die apolare stationäre Phase gebunden
werden. Es werden Gallensäuren und Gallensalze mit sehr verschiedenen Polaritäten
adsorbiert. Die Kapazität der Extraktion mit Sep-Pak-C18 Kartuschen wurde in der Arbeit
von Shackleton und Whitney (1980) mit einer Extraktionsrate von 95% bei Steroiden
angegeben. Hedenborg und Norman (1984) gaben in ihrer Studie die Kapazität als
quantitativ bis zu einer Menge von 30 µmol Gallensäuren pro Kartusche an. M schall et
al. (1988) zeigten allerdings, dass die Wiederfindung zugesetzter Tracer deutlich davon
abhängig war, ob der zu extrahierende Urin verdünnt wurde oder nicht. Die dabei
gefundenen Schwankungen reichten von 76.4% Wiederfindung der Tracer bei
unverdünntem bis nahezu 100% bei verdünntem Urin, weswegen der Sammelurin hier
verdünnt verarbeitet wurde.
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Alle Kartuschen wurden mit einer Spülung aus nacheinander 5 ml Methanol (MeOH), 5
ml MeOH:Chloroform 1:1 (v/v), 5 ml MeOH und 10 ml Aqua dest. vorbereitet, um einer
eventuellen Kontamination vorzubeugen. Die Durchflussrate wurde durch die
Schwerkraft der Probe bestimmt. Die gesamte 24h-Urinprobe wurde jeweils mit Aqua
dest. auf 2000 ml verdünnt, um dann auf 10 Portionen verteilt aufgearbeitet zu werden.
Zusätzlich wurde das erste Eluat erneut mit Wasser auf jeweils 100 ml verdünnt und
nach einer weiteren Extraktion mit 10 ml 80% MeOH eluiert, um möglichst alle
Urinpigmente ohne Verlust von Gallensäuren aus den Proben zu entfernen. Die danach
zusammengefassten Eluate wurden nach Abrotieren des Methanol im Wasserstrahl-
Vakuum ein drittes Mal mit Sep-Pak extrahiert. Die Elution vor der Anionen-
Austauschchromatographie erfolgte mit 10 ml 72% Ethanol (EtOH).
Mögliche Fehlerquellen bei der Verwendung von Sep-Pak-C18 Kartuschen waren hier
ausser der Durchflussrate und der Kontamination die Konzentration der zu
extrahierenden Stoffe in der Probe, die Polarität von stationärer und flüssiger Phase und
die Partikelgrösse.
4.4.3 Säulenchromatographie
4.4.3.1 Lipidex-DEAP
Da die mittels Sep-Pak-C18 extrahierten Proben ein komplexes Muster an Komponenten
sehr verschiedener Polarität und Ladung enthielten, war zur genaueren Charakterisierung
eine Auftrennung in Gruppen mit ähnlichen Merkmalen notwendig. Setchell et al. (1976)
führten die Trennung von Steroiden mittels Lipidex-DEAP in neutrale Steroide,
Glucuronide, Mono- und Disulfate ein, wobei die Glucuronide mit Ameisensäure eluiert
wurden. Almé et al. (1977) beschrieben dann eine differenziertere Auftrennung in
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unkonjugierte Gallensäuren, Glycin- und Taurin-Konjugate sowie Mono- und Polysulfate
durch Verwendung von Puffern verschiedener Ionenstärken und ansteigendem pH.
Hierbei bestand jedoch die Schwierigkeit, dass Glucuronide sowohl in der Fraktion der
Glycin-Taurin-Konjugate als auch unter den Monosulfaten eluiert wurden und eine
scharfe Auftrennung ohne Modifikation der Methode nicht möglich war. Lipidex-DEAP
wurde jedoch wegen seiner guten Quelleigenschaften, der hohen Kapazität,
vernachlässigbaren Adsorptionseffekten, der chemischen Inertheit und der hohen
Anionen-Austauschrate in organischen Lösungsmitteln beibehalten. H d nborg und
Norman (1985) fanden dann die Möglichkeit der Elution der Glucuronide zwischen den
Glycin-Taurin-Konjugaten und den Sulfaten mittels Ameisensäure und etablierten damit
einen Teil des in dieser Arbeit verwandten Schemas zur Gruppentrennung.
Bei Lipidex-DEAP handelt es sich um ein relativ schwaches Anionen-Austauschergel aus
Diethylaminohydroxypropyl-Sephadex. Verwendet wurde eine Säule von 25 cm Länge
und 0.4 cm Innendurchmesser, deren für Chloridionen bestimmte Kapazität mit 1.0 mmol
angegeben wurde und damit grösser war als für die hier aufgetrennten Gallensäuren samt
ihren Konjugaten (Marschall et al. 1988).
Das Gel lag wie die Proben in 72% EtOH gelöst vor, was sich in der Studie von Almé et
al. (1977) als optimal erwiesen hatte. Säulenlänge und Volumen der Pufferlösungen
wurden so gewählt, dass möglichst wenig Überlappung zwischen den Gruppen der
Konjugate bestand und Verunreinigungen weitestgehend entfernt wurden.
Die Gruppentrennung wurde im einzelnen wie folgt durchgeführt:
a) Elution von Fraktion 1 durch Spülung der Säule mit 10 ml EtOH 72% zur Entfernung
neutraler Komponenten.
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b) Elution von Fraktion 2 (unkonjugierte Gallensäuren, nichtamidierte Gallensäuren-
Glucoside und N-Acetylglucosaminide) mit 25 ml 0.1 M Essigsäure.
Die Menge der für die Elution von Fraktion 2 notwendigen 0.1 M Essigsäure wurde nach
zwei Probedurchläufen auf 12.5 ml halbiert, da zwar die oben genannten Gallensäuren
problemlos zu erhalten waren, jedoch in der Gaschromatographie ein zunächst
unbekannter Peak sehr spät nach den erwarteten N-Acetyl-Glucosaminiden von Urso-
und Iso-Ursodesoxycholsäure eluiert wurde. Dieser stellte sich im weiteren Verlauf als
ein Teil des neuen Doppelkonjugates der UDCA, nämlich der mit Glycin konjugierten N-
Acetyl-Glucosaminide heraus. Mit dem reduzierten Volumen war das Doppelkonjugat
vollständig in Fraktion 3 nachzuweisen.
c) Elution von Fraktion 3 (Glycin-Taurin-Konjugate, Glycin-oder Taurin-konjugierte
Gallensäure-Glucoside und N-Acetyl-Glucosaminide) mit 20 ml 0.15 M
Ammoniumacetat pH 6.6.
d) Elution von Fraktion 4 (amidierte und nichtamidierte Gallensäure-Glucuronide) mit 20
ml Ameisensäure.
e) Elution von Fraktion 5 (amidierte und nichtamidierte Gallensäure-Sulfate) mit 20 ml
0.3 M Ammoniumacetat pH 9.6.
Als allgemeine Fehlerquellen der Säulenchromatographie kamen das Vorhandensein einer
Kontamination oder von Urinpigmenten, Zusammensetzung, Ionenstärke, pH und
Puffersalze des Lösungsmittels sowie die Kapazität der Säule in Betracht.
4.4.3.2 Lipidex 5000
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Die straight-phase-Chromatographie mit Lipidex 5000 wurde in die Analyse einbezogen,
da die Anionen-Austauschchromatographie mit Lipidex-DEAP nur eine Auftrennung in
amidierte und nicht-amidierte Gallensäuren erlaubte. Hierdurch wurde es möglich, eine
Separation der unkonjugierten Gallensäuren von unkonjugierten Gallensäure-Glucosiden
und N-Acetyl-Glucosaminiden vorzunehmen.
Zur Vorbereitung dieses Schrittes wurden die Proben jeweils mit Diazomethan
methyliert, um in den vorherigen Reaktionen nicht umgesetzte Gallensäuren abtrennen zu
können.
Bei Lipidex 5000 handelt es sich um ein Dextran-Gel, das zu 50% seines Gewichtes mit
Hydroxyalkylgruppen substituiert ist. Die Säulenlänge betrug 10 cm, der
Innendurchmesser 0.4 cm. Lipidex 5000 kann sowohl für straight-phase- als auch für
reverse-phase-Chromatographie verwendet werden (Sjövall u d Setchell 1988), je nach
Polarität des Lösungsmittels. In diesem Fall lag mit Chloroform:Hexan ein apolares
Lösungsmittel vor. Die Auftrennung nach der Anzahl der Hydroxylgruppen erfolgte nach
dem von Bremmelgaard und Sjövall (1980) beschriebenen Vorgehen: Mit 5 ml
Chloroform:Hexan 1:4 (v/v) wurden vor der Elution der Dihydroxygallensäuren neutrale
Komponenten und Monohydroxygallensäuren entfernt. Das Verhältnis wurde zur Elution
der Dihydroxygallensäuren auf Chloroform:Hexan 3:7 (v/v) und zur Elution der
Trihydroxygallensäuren auf Chloroform:Hexan 1:1 (v/v) verändert, sodass zunächst die
unkonjugierten Gallensäuren aus Fraktion 2 bzw. die nach Inkubation mit Cholyl-Glycin-
Hydrolase deamidierten unkonjugierten Gallensäuren aus Fraktion 3 isoliert werden
konnten. Die Menge des Lösungsmittels betrug jeweils 5 ml. Abschliessend wurden die
Methylester der Tetrahydroxygallensäuren, d.h. Glucoside und N-Acetyl-Glucosaminide
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aus Fraktion 2 bzw. deamidierte Gallensäure-Glucoside aus Fraktion 3 mit jeweils 5 ml
MeOH eluiert.
In der tabellarischen Darstellung der Ergebnisse sind amidierte und nicht-amidierte
Glucoside aus den Fraktionen 2 und 3 unter den Glucosiden zusammengefasst, um die
verschiedenen glycosidischen Konjugate besser miteinander vergleichen zu können.
4.4.4 Enzymreaktionen
4.4.4.1 Cholylglycin-Hydrolase
Das aus Clostridium perfringens gereinigte Enzym ist spezifisch für die Spaltung der
Amidbindung an Glycin-Taurin-konjugierten C24-Gallensäuren. Die Methode wurde von
Nair und Garcia (1969) eingeführt und von Karlanganis und Paumgartner (1979)
verbessert.
Zu der in 10 ml Aqua dest. gelösten Probe wurden 2 ml 0.1 M Na-Acetat-Lösung
gegeben und der pH mit Natronlauge auf pH 5.6 eingestellt. Diese Lösung wurde mit
Aqua dest. auf 22 ml aufgefüllt. 500 µl Mercaptoethanollösung, 500 µl Na-EDTA-
Lösung sowie 60 µl (= 60 Units) Cholylglycin-Hydrolase wurden vor der Inkubation
hinzugefügt, die bei 37°C 48 h dauerte. Anschliessend wurden die so deamidierten
Konjugate auf Lipidex-DEAP rechromatographiert.
4.4.4.2 b-Glucuronidase (Helix Pomatia)
Die aus dem Verdauungssaft der Schnecke Helix Pomatia isolierte b-Glucuronidase
wurde in zahlreichen Studien zur Abspaltung der Glucuronsäure benutzt (Almé et al.
1978; Almé und Sjövall 1980; Goto et al. 1981).
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Die Reaktion wurde wie folgt durchgeführt: 300 µl b-Glucuronidase und 5 ml 0.2 M Na-
Acetat pH 4.5 wurden über eine Sep-Pak-C18-K rtusche filtriert, um niedrigmolekulare
Kontaminationen des Verdauungssaftes zu entfernen. Das Filtrat gelangte in einen
Kolben mit der abrotierten Probe und wurde nach Lösung des Rückstandes im Filtrat 1 h
bei 60°C inkubiert. Durch Rechromatographie auf Lipidex-DEAP konnten die
deglucuronidierten Gallensäuren weiter aufgetrennt werden.
4.4.4.3 N-Acetyl-b-Glucosaminidase
Jeweils die Hälfte der von Lipidex 5000 mit MeOH eluierten Tetrahydroxygallensäuren
wurde zur Abspaltung der N-Acetyl-Glucosaminidkomponente mit N-Acetyl-b-
Glucosaminidase inkubiert. Dazu wurden 50 ml Citratpuffer pH 5.0 aus 0.5025 g
Citronensäure und 0.7353 g Na-Citrat, aufgefüllt mit Aqua dest., hergestellt und der pH
mit Natronlauge auf pH 5.0 eingestellt. Zu dieser Mischung wurden 50 Units N-Acetyl-
ß-Glucosaminidase hinzugefügt. Die vorher abrotierte Probe wurde in 50 µl MeOH
gelöst, mit 5 ml der Pufferlösung versetzt und 16 h bei 37°C inkubiert.
4.4.5 Solvolyse
Da Sulfatester ein schlechtes Substrat für Cholylglycin-Hydrolase abgeben (Batta et al.
1989 a; Hedenborg und Norman, 1984)musste zunächst die Esterbindung vor der
Enzymreaktion mittels Solvolyse gespalten werden. Neben den früher verwandten
Reaktionen mit Aceton/Ethanol oder Ethylacetat/Ethanol (Almé et al. 1977) hat die von
Hirano et al. (1987) eingeführte Reaktion mit Tetrahydrofuran/Trifluoressigsäure gelöst
in Dioxan den Vorteil einer relativ kurzen Inkubation und ist nahezu quantitativ.
Es wurden dazu 3600 µl einer Lösung aus 4505 µl Tetrahydrofuran und 5 µl
Trifluoressigsäure zu der in 400 µl MeOH gelösten Probe gegeben. Nach einer
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Inkubationszeit von 2 h bei 45°C wurde die Reaktion durch Trockenblasen mit Stickstoff
beendet.
4.4.6 Methylester-Trimethylsilyl-Ether-Derivatisierung (Me-TMS)
Zur Vorbereitung der Gaschromatographie durch Bildung von Methylester-
Trimethylsilyl-Ether-Derivaten wurden die Proben zunächst mit 50 ml TMS (Sigma-Sil-
A) 30 min bei 60° C inkubiert und mit den jeweils benötigten Standards versetzt. Die
gaschromatographische Analyse wurde sofort nach der Derivatisierung durchgeführt, da
sich die Stabilität der TMS-Ether in der Arbeit von Almé et al. (1977) als limitiert
herausgestellt hatte.
4.4.7 Gaschromatographie (GC)
Die Gaschromatographie wurde mit Geräten der Firmen Carlo Erba (HRGC 4160) bzw.
Varian (Serie 3300) und Integratoren von Spectra Physics (SP 4270) durchgeführt. Zwei
unterschiedliche Kieselgel-Kapillarsäulen standen dabei zur Verfügung: Säule 1 als
apolares Trennmedium mit einer Säulenlänge von 25 m, einem Innendurchmesser von
0.32 mm und quervernetztem Methyl-Silikon von 0.25 mm Filmdicke der Firmen
Chrompack (Middelburg, NL) und Quadrex Corporation (New Haven, CT, USA). Säule
2 als polares Trennmedium hatte ebenfalls eine Länge von 25 m bei einem
Innendurchmesser von 0.32 mm. Als Beschichtung diente hier aber Silikon-Gummi mit
25% 4-Phenoxyphenylgruppen, 2% Vinyl- und 73% Methylgruppen der Firma KSV
Chemicals (Helsinki, FIN), Typ Unicoat UC-1625. Carrier-Gas war Helium bei einem
Druck von 50-100 kPa.
Die Injektion der Methylester-Trimethylsilyl-Ether-Derivate erfolgte "on column" in 1 ml
Hexan, bzw. Aceton bei Ketonen. Die Anfangstemperatur betrug 60° C und wurde zur
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Elution der Me-TMS-Derivate aller Nicht-Glycoside kontinuierlich um 30° C pro Minute
bis auf 280° C erhöht und dort 15 min belassen. Zur Elution der derivatisierten
Gallensäure-Glycoside wurde die Temperatur bis auf 300° C erhöht und dort bis zu 100
min gehalten.
Die Bestimmung der Retentions-Indices (RI) wurde durch Vergleich mit den n-Alkanen
C30 und C36 bei 280° C bzw. C40, C44 und C46 bei 300° C durchgeführt, die Mengen
durch Vergleich der einzelnen Peak-Flächen mit der des internen Standards Cholestan
(50 ng/ml) berechnet. Im folgenden eine Übersicht über die Retentionsindices der
untersuchten Gallensäuren:
Gallensäure Retentionsindex Säule 1Retentionsindex Säule 2
CA (3a, 7a, 12a) 3285-3290 3258
DCA (3a,12a) 3369-3373 3320
CDCA (3a,7a) 3346
LCA (3a) 3457-3458 3375
Iso-UDCA (3b,7b) 3435-3436 3389
UDCA (3a,7b) 3479-3484 3434
Tabelle 1.: Gallensäuren-Retentionsindices für Me-TMS-Derivate.
Zur Identifikation der Me-TMS-Derivate der einzelnen Gallensäuren wurden in vitro
synthetisierte authentische Referenzsubstanzen (Matern S et al. 1990, Marschall et al.
1992) und typische Massenspektren herangezogen.
45
4.4.8 Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)
Zur genaueren Identifikation der Gallensäuren und ihrer Konjugate wurde die
Kombination aus Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC/MS) benötigt. Bei
der Massenspektrometrie handelt es sich um ein Verfahren, ein Molekül zunächst mittels
einer Elektronenstossquelle zu ionisieren, zu fragmentieren und die Fragmente in einem
elektrischen Feld auf einen Detektor zu beschleunigen. Man erhält dadurch ein
charakteristisches Muster aus Fragmentionen, aus deren Masse/Ladungs-Verhältnis [m/z]
man auf das Molekulargewicht der ursprünglichen Komponente rückschliessen kann.
Teilweise können auch die molekularen Ionen selbst nachgewiesen werden. Darüber
hinaus können die Menge der gesuchten Komponente durch die unterschiedliche
Intensität der erhaltenen Signale bestimmt und Aussagen über die Position von
Hydroxylgruppen und Konjugaten gemacht werden, da auch eine Fragmentierung der
Ringstrukturen erfolgt. Wie schon in der Gaschromatographie wurden alle Proben in
derivatisiertem Zustand, d.h. als Me-TMS-Derivate, analysiert. Mit dieser Form der
Derivatisierung liegen die meisten Erfahrungen vor, obwohl auch andere Derivate
bekannt sind.
Es wurde ein Dani 3800 Gaschromatograph gekoppelt mit einem doppelt-fokussierenden
Massenspektrometer Typ VG 7070E mit einer Elektronenstossquelle und einem DS
2350 3800 Rechnerteil verwandt. Die Proben wurden in 5ml H xan bzw. Aceton gelöst,
die Injektion erfolgte mit einem "falling needle"-System aus Glas. Analysiert wurde
isotherm bei 280°C. Die Kapillarsäulen entsprachen den oben im Abschnitt
"Gaschromatographie" beschriebenen, die Ionisierungsenergie betrug 22.5 eV, der
Fallenstrom 200 mA, die Spektren wurden mittels repetitivem Scannen des Bereiches
750-20 m/z erhalten. Typische Fragmentierungsmuster von derivatisierten Gallensäuren
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werden im folgenden knapp wiedergegeben (Lawso  und Setchell 1988). Dabei
bezeichnet [M+] das molekulare Ion und [M-15] das Fragmention nach Elimination einer
Methylgruppe, die entweder aus angulärer Position oder von einer der Methylester-
TMS-Ether-Gruppen stammt. Die Abspaltung einer Me-TMS-Gruppe hinterlässt ein um
90 Dalton verkleinertes Molekül, durch [M-90], [M-90-90] und [M-90-90-90] je nach
Anzahl der Me-TMS-Gruppen gekennzeichnet. Mit [M-115] ist das Fragment der
erhaltenen derivatisierten ABCD-Ringstruktur nach Verlust der gesamten Seitenkette
bezeichnet.
1. Monohydroxygallensäuren: Es werden gefunden: das molekulare Ion bei m/z 462, die
Fragmente [M-90] bei m/z 372, [M-90-115] bei m/z257 sowie durch Spaltung des D-
Ringes mit Retention der Ladung auf dem ABC-Ring-Fragment ein Ion bei m/z 215. Di
Intensität der einzelnen Ionen hängt dabei von Konfiguration und Position der
Hydroxylgruppe und dem damit verbundenen Me-TMS-Ether ab. Beispielsweise sind m/z
215 und 372 intensive Ionen im Spektrum von Lithocholsäure (3a-Hydroxy-5b-
Cholansäure). M/z 257 ist weniger intensiv. Im Gegensatz dazu liegt der intensivste Peak
bei der 7a-Hydroxy-5b-Cholansäure bei m/z372; m/z 215 und 257 sind von geringerer
Intensität. Der Basispeak der 12a-Hydroxy-5b-Cholansäure liegt durch die raschere
Abspaltung von TMS-OH und Seitenkette wiederum bei m/z 257.
2. Dihydroxygallensäuren: Die molekularen Ionen der Me-TMS-Derivate der meisten
Dihydroxygallensäuren bei m/z 550 sind häufig klein oder fehlen ganz. Auch [M-15]
kann fehlen, wie z.B. bei der Chenodeoxycholsäure. Die Identifikation gelingt dann
durch die Fragmente [M-90] bei m/z 460, [M-90-90] bei m/z370 und [M-90-90-115] bei
m/z 255, wobei letzteres dem Ion m/z 257 der Monohydroxygallensäuren entspricht.
Unterschiede ergeben sich wiederum durch die verschiedenen Positionen der
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Hydroxylgruppen: m/z 255 ist der Basispeak bei 3,12-Dihydroxycholanoaten, bei 3,6-
und 3,7-Dihydroxycholanoaten ist dieser Peak eher von mittlerer Intensität. Eine
Hydroxylgruppe am B-Ring führt zu dessen Spaltung mit den Ionen m/z 249 und 262
(bzw. 263 bei 3,6-Diolen). Die Spaltung von A- und B-Ring bei 3,7-Diolen ergibt ein
typisches Fragment bei m/z 243, welches bei 3,6-Diolen in geringerer Intensität
vorkommt. Beweisend für eine 3,6-Diol-Struktur ist das Ion bei m/z 405, welches durch
den Verlust von C1 bis C4 des A-Ringes inklusive der OTMS-Gruppe an C3 zustande
kommt.
3. Trihydroxygallensäuren: Bei Trihydroxygallensäuren wie z.B. der Cholsäure fehlt das
molekulare Ion, welches bei m/z 638 erscheinen müsste, fast regelmässig. Eventuell ist
[M-15] bei m/z 623 vorhanden. Die Fragmente [M-90] bei m/z 548, [M-90-90] bei m/z
458, [M-90-90-90] bei m/z 368 und [M-90-90-90-115] bei m/z 253 erlauben die
Identifikation. Nicht im einzelnen aufgeführt werden sollen die Ionen, die die
Unterscheidung von 3,6,12- und 3,6,7-Trihydroxygallensäuren ermöglichen.
4. Gallensäurekonjugate: Die Analyse von Gallensäurekonjugaten erfordert etwas andere
Strategien als die der unkonjugierten Analoge. Eine Vorgehensweise besteht in der
hydrolytischen Spaltung mit anschliessender Analyse der frei gewordenen Gallensäuren.
Voraussetzung hierfür ist allerdings, dass keine Mischung aus mehreren Konjugaten
untersucht wird. Desweiteren wurde versucht, flüchtige Derivate der kompletten
Gallensäure-Konjugate zu erhalten, was in unterschiedlichem Masse gelang. Eine
Alternative bietet hier die weiter unten beschriebene FABMS.
Glycin-Konjugate zeigen Fragmente bei m/z 90 und m/z 131, wobei der Basispeak
normalerweise bei m/z 131 [CH2=C(OH)NHCH2CO2CH3] liegt. Eine Ausnahme bildet
nur die Glycocholsäure mit dem Basispeak bei m/z 271 [M-H2O-H2O-172].
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Für derivatisierte Gallensäure-Glucuronide wurden in der Arbeit von Almé und Sjövall
(1980) prominente Ionen für Trihydroxycholanoate bei m/z 369 und 459, für
Dihydroxycholanoate bei m/z 371 und für Monohydroxycholanoate bei m/z 373
gefunden. Diese repräsentieren jeweils das Cholanoyl-Bruchstück nach Verlust der Me-
TMS-Gruppe(n) und nach Abspaltung des Glucuronylrestes mit dem Sauerstoffmolekül
des Steroidringes. Die Zuckerkomponente wird durch den Basispeak bei m/z 217, die
intensiven Ionen bei m/z 204 und 317 und durch das Fragment bei m/z 407 angezeigt.
Das gleiche Fragmentationsmuster erhält man bei Glucosid-Konjugaten, sodass
Glucuronide und Glucoside sich letztlich im Massenspektrum nicht voneinander
unterscheiden lassen, da auch die Glucosidkomponenten Fragmentionen bei m/z 204 und
m/z 217 ergeben (Marschall et al. 1987 a).
N-Acetyl-Glucosaminide zeigen neben den Ionen bei m/z 204 und 217 zusätzlich zwei
die Acetamido-Gruppe enthaltende Fragmente bei /z 173 und m/z 186 (Marschall et al.
1988, Marschall et al. 1989).
5. Oxo-Gallensäuren: Hier ist eine spezifische Derivatisierung, z.B. die Überführung der
Oxo-Gruppe in ein (Methyl-)Oxim, hilfreich. Ein anderer Weg ist die Hydroxylierung
und anschliessende Derivatisierung zum Me-TMS-Ether, da sich die Intensität der
Fragmentionen, die die Oxo-Gruppe enthalten, von den reinen hydroxylierten Analogen
unterscheidet. Das molekulare Ion bei m/z 476 ist bei den 7a- und 6a-Hydroxy-3-oxo-
Cholanoaten vorhanden, nicht aber bei den 12a-Hydroxy-3-oxo-Cholanoaten. Die
Fragmente [M-15] bei m/z 461, [M-90] bei m/z 386 und [M-90-115] bei m/z 271sind in
unterschiedlicher Intensität ausgeprägt. Durch das Fragment der 12-OTMS-Gruppe bei
m/z 208 und das Ion der 6a-Hydroxy-3-oxo-Cholanoate bei m/z 323 lassen sich diese
Strukturen sicher unterscheiden.
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4.4.9 Fast Atom Bombardment-Massenspektrometrie (FABMS)
Die Probe wird zunächst einem Ionisationsvorgang ausgesetzt, der durch den Beschuss
der in einer Flüssigkeitsmatrix gelösten Moleküle mit Xenon von 8.0 keV Energie
initiiert wird. Neben den in dieser Studie zur Analyse benutzten negativen
quasimolekularen Anionen [M-H]- entstehen zusätzlich zu positiven Ionen [M+H]+ auch
Kationen wie das [M+Na]+ (Lawson und Setchell 1988). Vorteil der FABMS ist dabei,
dass alle Gallensäure-Konjugate, einschliesslich der sonst nicht ionisierbaren Sulfate,
ionisiert werden und so quasimolekulare Ionen der nicht-derivatisierten Komponenten
entstehen. Da in den FABMS-Spektren jedoch relativ wenig Information über die
Struktur der analysierten Komponenten enthalten ist, kann erweiternd die sog.
"Collision-induced dissociation" (CID) eingesetzt werden. Bei dieser Methode
(FAB/CID) werden die nach Ionisierung mittels Fast Atom-Bombardment gewonnenen
pseudomolekularen Anionen zur Kollision mit einem stationären Gasatom beschleunigt,
sodass aus den dabei entstehenden Spektren auf die Struktur der ursprünglichen Ionen
rückgeschlossen werden kann.
Die Durchführung der FABMS erfordert keine Derivatisierung der Proben. Das
verwendete VG 7070E Gerät mit DS 2350-Computer registrierte Spektren negativer
Ionen mit einer Scan-Rate von 20 s pro Dekade. Die folgende Tabelle gibt die
Massen/Ladungs-Verhältnisse [m/z] der pseudomolekularen Anionen der
underivatisierten Gallensäuren bzw. Gallensäure-Konjugate wieder:
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Komponente m/z (FABMS)
Di- und Trihydroxycholanoate 391/407
Di- und Trihydroxycholanoyl-Glycin 448/464
Glucosidyl-Di- und Trihydroxycholanoat 553/569
Glucosidyl-Trihydroxycholanoyl-Glycin 626
Glucuronidyl-Dihydroxycholanoat 567
ungesättigtes Dihydroxy- oder
Monohydroxy-oxo-N-Acetyl-
Glucosaminyl-Cholanoat
592
N-Acetyl-Glucosaminyl-Di-und
Trihydroxycholanoate
594/610
N-Acetyl-Glucosaminyl-
Dihydroxycholanoyl-Glycin
651
Tabelle 2: Massen/Ladungs-Verhältnisse [m/z] der pseudomolekularen Anionen der
underivatisierten Gallensäuren bzw. Gallensäure-Konjugate. Alle massenspektrometrischen
Untersuchungen wurden durch Prof. Dr.  Dr. med. H.-U. Marschall bei Prof. Dr. J. Sjövall in der
Abteilung für Medizinische Biochemie und Biophysik des Karolinska Institutes in Stockholm,
durchgeführt.
Zur Übersicht wird hier der Aufarbeitungsgang noch einmal in einem Flussschema (Abb.
1) dargestellt.
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Fraktion 2                                      
(eluiert in 25 ml 
Essigsäure 0.1 M)
Fraktion 3                                         
(eluiert in 20 ml 
Ammoniumacetat 
pH 6.6 0.15 M)
Fraktion 4                                       
(eluiert in 20 ml 
Ameisensäure 0.25 
ml)
Fraktion 5                                   
(eluiert in 20 ml 
Ammoniumacetat 
pH 9.6 0.3 M)
L I P I D E X    D E A P
EXTRAKTIO N  mit  Sep-Pak C18
EXTRAKTIO N                                              
mit  Sep-Pak C18
EXTRAKTIO N                                 
mit  Sep-Pak C18
CHOLYL-
GLYCIN-
HYDROLASE
EXTRAKTIO N  
mit  Sep-Pak C18
LIPIDEX        
5000
CHOLYL-
GLYCIN-
HYDROLASE
EXTRAKTIO N                               
mit  Sep-Pak C18
HELIX       
POMATIA
Methyl-TMS
                                  
SOLVOLYSE
C H O LYL-
GLYCIN-
HYDROLASE
N-ACETYL-
GLUCOS -
AMINIDAS E
LIPIDEX         
5000
EXTRAKTIO N      
mit  Sep-Pak C18
Extraktion        
mit  Sep-Pak C18
EXTRAKTIO N  
mit  Sep-Pak C18
EXTRAKTIO N  
mit  Sep-Pak C18
Methyl-TMS Methyl-TMS Methyl-TMS
EXTRAKTIO N  
mit  Sep-Pak C18
Extraktion        
mit  Sep-Pak C18
Extraktion        
mit  Sep-Pak C18
Extraktion        
mit  Sep-Pak C18
GC, GC/MS, FABMS
Abb. 1: Fraktion 2: Unkonjugierte Gallensäuren, unkonjugierte Glucoside und N-
Acetylglucosaminide; Fraktion 3: Glycin-Taurin-Konjugate, -Glucoside und -N-
Acetylglucosaminide; Fraktion 4: Glucuronide, Glycin-Taurin-Glucuronide; Fraktion 5: Sulfate,
Glycin-Taurin-Sulfate. GC, Gaschromatographie; GC/MS,
Gaschromatographie/Massenspektrometrie; FABMS, Fast-Atom-Bombardment-
Massenspektrometrie.
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5. ERGEBNISSE
5.1 Allgemeines und Gesamtausscheidung
In Tabelle 3 sind die Ergebnisse zusammengefasst dargestellt. Die folgenden Daten sind
als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Die mit Hilfe eines unverbundenen
Student-t-Testes auf einem Signifikanzniveau von p<0.05 als signifikant abweichend
ermittelten Werte sind mit dem Exponenten a gek nzeichnet und durch eine graue
Schattierung hervorgehoben.
Die mittlere Ausscheidung der Gallensäuren im Urin insgesamt s ieg von 4.8 µmol/24h
(1.893 µg/24h) auf 15.0 µmol/24h (5.896 µg/24h), verdreifachte sich also.
5.2 Die einzelnen Fraktionen
Im folgenden Abschnitt werden zunächst die Veränderungen innerhalb der einzelnen
Fraktionen beschrieben: Während vor Gabe von UDCA die Glycin-Taurin-Konjugate mit
31.3% die grösste Gruppe ausmachten, nahm die Ausscheidung der N-Acetyl-
Glucosaminide unter der Einnahme von UDCA so stark zu, dass sie einen Anteil an der
Gesamtmenge von 33.9% erreichten und damit zur mengenmässig stärksten Fraktion
wurden. Die prozentualen Anteile der einzelnen Konjugate an der Gesamtmenge sind in
den Kuchendiagrammen Abb. 2 und 3 dargestellt.
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Gallensäure Unkon Glc GlcNAc G/T-K. GlcA Sulfate
CA vor
Medikation
0.12 ±
0.03
0.04 ±
0.01
nn 0.24 ±
0.05
0.09 ± 0.02 0.01
CA nach
Medikation
0.08 ±
0.02
0.02 ±
0.01
nn 0.17 ±
0.02
0.11 ± 0.03 0.01
DCA vor
Medikation
nn nn nn 0.09 ±
0.02
0.07 ± 0.02 0.29 ±
0.09
DCA nach
Medikation
nn nn nn 0.10 ±
0.03
0.11 ± 0.02 0.41 ±
0.10
CDCA vor
Medikation
nn 0.03 ±
0.01
nn 0.05 ±
0.02
0.06 ± 0.01 0.31 ±
0.07
CDCA nach
Medikation
nn 0.02 ±
0.01
nn 0.08 ±
0.02
0.07 ± 0.02 0.31 ±
0.08
LCA vor
Medikation
nn nn nn nn nn 0.12 ±
0.03
LCA nach
Medikation
nn nn nn nn nn 0.60 ±
0.11a
isoUDCA vor
Med.
nn nn 0.13 ±
0.03
nn nn nn
isoUDCA nach
Med.
nn nn 1.82 ±
0.37a
nn 0.02 0.04
UDCA vor
Medikation
0.01 nn 0.03 ±
0.01
0.04 ±
0.01
0.06 ± 0.02 0.04 ±
0.01
UDCA nach
Medikation
0.06 ±
0.03
0.03 ±
0.01
2.81 ±
1.08a
0.84 ±
0.19a
1.66 ±
0.39a
1.99 ±
0.67
Gesamt vor
Medikation
0.50 ±
0.06
0.32 ±
0.05
0.50 ±
0.07
1.51 ±
0.27
0.69 ± 0.17 1.31 ±
0.22
in % 10.3 6.6 10.3 31.3 14.3 27.1
Gesamt nach
Medikation
0.99 ±
0.09a
0.31 ±
0.05
5.10 ±
0.75a
2.74 ±
0.52a
2.16 ±
0.38a
3.74 ±
0.79a
in % 6.6 2.0 33.9 18.2 14.4 24.9
Tabelle 3: Gallensäureausscheidung im Urin vor und nach Gabe von 750 mg/24h
Ursodeoxycholsäure peroral (Angaben in µmol/24h ± STD); Abk.: nicht nachweisbar (nn),
Unkonjugierte Gallensäuren (Unkon), Gallensäure-Glucoside (Glc), Gallensäure-N-Acetyl-
Glucosaminide (GlcNAc), Glycin-Taurin-Konjugate (G/T-K.), Glucuronide (GlcA).
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unkonjugierte 
GS
10% Glucoside
7%
N-Acetyl-
Glucosaminide
10%
Glycin-Taurin-
Konjugate
32%
Glucuronide
14%
Sulfate
27%
Abb. 2: Prozentuale Anteile der einzelnen Konjugate an der Gesamtmenge vor Gabe von UDCA.
Glycin-Taurin-
Konjugate
18%
Glucuronide
14%
Sulfate
25%
N-Acetyl-
Glucosaminide
34%
Glucoside
2%
unkonjugierte 
GS
7%
Abb. 3: Prozentuale Anteile der einzelnen Konjugate an der Gesamtmenge nach Gabe von
UDCA.
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5.2.1 Unkonjugierte Gallensäuren
Die Gesamtmenge der unkonjugierten Gallensäuren zeigte ine Zunahme um Faktor 2
von 0.50 µmol/24h auf 0.99 µmol/24h; im t-Test berechnete sich ein Wert von 14.33,
sodass ein signifikanter Unterschied bestand. Unter den in dieser Fraktion enthaltenen
einzelnen Gallensäuren fand sich ein Anstieg der UDCA von 0.01 µmol/24h auf 0.06
µmol/24h (t = 5.27), während CA von 0.12 µmol/24h auf 0.08 µmol/24h abnahm (t =
3.51). Weitere Gallensäuren konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Anteile der einzelnen Gallensäuren in der Fraktion der unkonjugierten Gallensäuren
(Angaben in µmol/24h) vor und nach UDCA.
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5.2.2 Gallensäure-Glucoside
Die Menge der Gesamt-Glucoside v ränderte sich praktisch nicht, d.h. vor Gabe von
UDCA fanden sich 0.32 µmol/24h, danach 0.31 µmol/24h. Der t-Test ergab mit einem
Wert von t = 0.45 keine statistisch signifikante Differenz. Im Einzelnen stieg jedoch die
UDCA, die in dieser Gruppe vor der Einnahme von UDCA nicht nachweisbar war, auf
einen Wert von 0.03 µmol/24h (t = 9.49). Die Menge der CDCA fiel von 0.03 auf 0.02
µmol/24h (t = 2.24), die der CA von 0.04 auf 0.02 µmol/24h (t = 4.47). Iso-UDCA,
DCA und LCA waren unter den Glucosiden nicht zu finden (Abb. 5).
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Abb. 5: Anteile der einzelnen Gallensäuren innerhalb der Fraktion der Gallensäuren-Glucoside
(Angaben in µmol/24h) vor und nach UDCA.
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5.2.3 Gallensäure-N-Acetyl-Glucosaminide
Hier zeigte sich die grösste Veränderung mit einer in etwa Verzehnfachung der
Gesamtmenge von 0.50 µmol/24h auf 5.10 µmol/24h und einem t-Wert von 19.31.
Dieser Anstieg war hauptsächlich auf die Zunahme der UDCA von anfangs 0.03
µmol/24h auf 2.81 µmol/24h (t = 8.14) und der Iso-UDCA von 0.13 µmol/24h auf 1.82
µmol/24h (t = 14.39) zurückzuführen, eine Zunahme der UDCA also ca. um den Faktor
90, bei der Iso-UDCA um den Faktor 14. Insgesamt betrachtet machten N-Acetyl-
Glucosaminide 55.01% aller im Urin gefundenen Metabolite der UDCA aus.
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Abb. 6: Anteile der einzelnen Gallensäuren innerhalb der Fraktion der N-Acetyl-Glucosaminide
(Angaben in µmol/24h) vor und nach UDCA.
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Alle weiteren untersuchten Gallensäuren waren unter den N-Acetyl-Glucosaminiden nicht
nachzuweisen.
5.2.4 Glycin-Taurin-Konjugate
Bei der Gesamtmenge der Glycin-Taurin-Konjugate (Abb. 7) fand sich eine Zunahme
etwa um den Faktor 1.8 von 1.51 µmol/24h auf 2.74 µmol/24h mit einem t-Wert vo
6.64.
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Abb. 7: Anteile der einzelnen Gallensäuren innerhalb der Fraktion der Glycin-Taurin-Konjugate
(Angaben in µmol/24h) vor und nach UDCA.
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Einen grossen Anteil an diesem Anstieg hatte wiederum die UDCA, die von 0.04
µmol/24h auf 0.84 µmol/24h (t = 13.29), d.h. um Faktor 20, zunahm. Iso-UDCA und
LCA waren in dieser Fraktion nicht nachweisbar, die Veränderungen aller anderen
Gallensäuren fielen deutlich geringer aus. Im einzelnen stieg CDCA von 0.05 µmol/24h
auf 0.08 µmol/24h (t = 3.35); DCA blieb mit 0.09 µmol/24h vor und 0.10 µmol/24h nach
Gabe von UDCA (t =0.88) praktisch unverändert, während die Menge der CA von 0.24
µmol/24h auf 0.17 µmol/24h zurückging (t = 4.11).
5.2.5 Glucuronide
Die Gesamtmenge der Glucuronide vermehrte sich ca. um Faktor 3 von 0.69 µmol/24h
auf 2.16 µmol/24h, die Differenz war mit t = 11.7 signifikant.
Erneut konnte der grösste Anstieg bei der UDCA verzeichnet werden, die von 0.06
µmol/24h auf 1.66 µmol/24h (t = 12.96), also ca. um Faktor 28, zunahm. Eine geringe
Menge Iso-UDCA war nach Gabe von UDCA mit 0.02 µmol/24h vorhanden. LCA f
sich nicht, CDCA blieb mit 0.06 µmol/24h vor und 0.07 µmol/24h nach der Einnahme (t
= 1.14) fast unverändert, ebenso wie CA mit 0.09 µmol/24h vor und 0.11 µmol/24h nach
UDCA (t = 1.75). DCA zeigte eine Zunahme von 0.07 µmol/24h auf 0.11 µmol/24h (t =
4.47). Abb. 8 zeigt die Anteile der einzelnen Gallensäure-Glucuronide.
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Abb. 8: Anteile der einzelnen Gallensäuren innerhalb der Fraktion der Glucuronide (Angaben in
µmol/24h) vor und nach UDCA.
5.2.6 Sulfate
Unter den Sulfaten (Abb. 9) war insgesamt ein Anstieg um den Faktor 3 von 1.31
µmol/24h auf 3.74 µmol/24h bei t = 9.37 zu beobachten, wobei sich allerdings der
prozentuale Anteil an der Gesamtmenge aller Gallensäuren nur wenig (27.1% vor vs.
24.9% nach UDCA) änderte. Interessanterweise stieg auch hier die Ursodeoxycholsäure
von 0.04 µmol/24h vor auf 1.99 µmol/24h nach UDCA (t = 9.20) verglichen mit den
anderen Gallensäuren am stärksten an, nämlich fast um den Faktor 50. Es fand sich
ausserdem Iso-UDCA, jedoch nur nach Gabe von UDCA in der geringen Menge von
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0.04 µmol/24h. Desweiteren liess sich eine deutliche Zunahme der LCA von 0.12 auf
0.60 µmol/24h (t = 13.31) um den Faktor 5 verzeichnen. DCA vermehrte sich von 0.29
auf 0.41 µmol/24h (t = 2.82). CDCA und CA veränderten sich mit Werten von 0.31 bzw.
0.01 µmol/24h jeweils vor und nach UDCA nicht.
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Abb. 9: Anteile der einzelnen Gallensäuren innerhalb der Fraktion der Sulfate (Angaben in
µmol/24h) vor und nach UDCA.
5.3 Die einzelnen Gallensäuren
Nachdem im vorhergehenden Teil die Ausscheidung getrennt nach Fraktionen
besprochen wurde, sollen hier die einzelnen Gallensäuren betrachtet werden. Die
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Abbildungen 10 und 11 geben die Mengen der einzelnen Gallensäuren in Bezug auf
Gesamtmenge und Fraktionen wieder.
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Abb. 10: Menge der einzelnen Gallensäuren an der Gesamtmenge und innerhalb der Fraktionen
vor Gabe von UDCA (Angaben in µmol/24h).
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Abb. 11: Menge der einzelnen Gallensäuren an der Gesamtmenge und innerhalb der Fraktionen
nach Gabe von UDCA (Angaben in µmol/24h).
5.3.1 Ursodeoxycholsäure
Insgesamt stieg die Ausscheidung der UDCA von 0.18 µmol/24h (70 µg/24h) auf 7.39
µmol/24h (2915 µg/24h). Der prozentuale Anteil der UDCA an der Gesamtmenge der
ausgeschiedenen Gallensäuren stieg von 4% vor auf 49% nach Einnahme (Abb. 12 und
13). Vergleicht man die Ausscheidung von UDCA und Iso-UDCA mit der oben
angegebenen Gesamtausscheidung, ist die Zunahme der Gesamtmenge zu fast 86% durch
den Anstieg von UDCA und Iso-UDCA bedingt. In absoluten Zahlen ausgedrückt und
mit der Iso-UDCA eingerechnet, wurden von der täglich oral verabreichten Menge von
64
750 mg UDCA allerdings noch unter 0.5% wieder mit dem Urin ausgeschieden, d.h. eine
fast vernachlässigbar geringe Menge.
Glucuronide
14% Glycin-Taurin-
Konjugate
32%
N-Acetyl-
Glucosaminide
10%
Glucoside
7%
unkonjugierte GS
10%
Sulfate
27%
Abb. 12: Prozentuale Anteile der einzelnen Gallensäuren an der insgesamt ausgeschiedenen
Gallensäuremenge vor Gabe von UDCA.
Innerhalb der einzelnen Fraktionen spielte die UDCA regelmässig die grösste Rolle bei
der Zunahme der Gesamtmenge, wobei der stärkste Anstieg um den Faktor 90 bei den N-
Acetyl-Glucosaminiden zu beobachten war (Abb. 6). Diese wurden dadurch wie oben
erwähnt mit einem Anteil von 33.9% an der Gesamtmenge der Gallensäuren zur
mächtigsten Fraktion und machten mit 50% den Hauptteil der Metaboliten der UDCA
aus.
UDCA und ihr Epimer Iso-UDCA waren in dieser Untersuchung auch die einzigen als N-
Acetyl-Glucosaminid ausgeschiedenen Gallensäuren. In den restlichen Fraktionen stieg
die UDCA innerhalb der unkonjugierten Gallensäuren um den Faktor 6, bei den Glycin-
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Taurin-Konjugaten um den Faktor 21, bei Glucuroniden um den Faktor 28 und bei den
Sulfaten um den Faktor 50 an.
Glycin-Taurin-
Konjugate
18%
Glucuronide
14%
Sulfate
25%
N-Acetyl-
Glucosaminide
34%
Glucoside
2%
unkonjugierte 
GS
7%
Abb. 13: Prozentuale Anteile der einzelnen Gallensäuren an der insgesamt ausgeschiedenen
Gallensäuremenge nach Gabe von UDCA.
5.3.2 Iso-Ursodeoxycholsäure
Iso-UDCA, die von 0.13 µmol/24h (50 µg/24h) auf 1.88 µmol/24h (738 µg/24h), d.h.
um den Faktor 14, zunahm, wurde fast selektiv als N-Acetyl-Glucosaminid
ausgeschieden. Geringe Mengen fanden sich jedoch auch bei Glucuroniden und Sulfaten,
jedoch ausschliesslich nach Gabe von UDCA. Der prozentuale Anteil der Iso-UDCA an
der Gesamtmenge der ausgeschiedenen Gallensäuren stieg von 3% vor auf 13% nach
Einnahme an (Abb. 12 und 13).
Vor Gabe von UDCA entsprach die Menge der Iso-UDCA insgesamt 72.22% von der
der UDCA. Nach der Einnahme erreichte Iso-UDCA einen Wert, der etwa 25% der
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Gesamtmenge der UDCA ausmachte. Hierdurch kann auf eine hohe Epimerisierungsrate
der oral zugeführten UDCA geschlossen werden, was in Übereinstimmung mit den in
vitro gefundenen Ergebnissen von Matern H et al. (1990) und der Studie von Marschall
et al. (1992) steht. Auch das bei dieser Epimerisierung an C3 entstehende
Zwischenprodukt, die 3-Keto-UDCA, konnte mittels GC, GC/MS bzw. FABMS (siehe
auch unter 5.4) identifiziert werden.
5.3.3 Weitere Gallensäuren
Demgegenüber nehmen sich die Veränderungen aller weiteren untersuchten Gallensäuren
bescheidener aus. LCA wurde ausschliesslich als Sulfat ausgeschieden, wobei die Menge
durch die Einnahme von UDCA um den Faktor 5 anstieg (von 0.12 auf 0.6 µmol/24h).
Weiter war ein geringer, aber signifikanter Anstieg der Ausscheidung der DCA bei
Glucuroniden und Sulfaten zu verzeichnen, deren Gesamtmenge von 0.45 auf 0.62
µmol/24h zunahm. Bei der CDCA kam es nur bei den Glycin-Taurin-Konjugaten zu einer
signifikanten Veränderung; die Gesamtmenge betrug vor UDCA 0.45, nach UDCA 0.48
µmol/24h. CA verminderte sich insgesamt von 0.5 auf 0.39 µmol/24h, was auf eine
Abnahme bei unkonjugierten Gallensäuren, Glucosiden und Glycin-Taurin-Konjugaten
zurückzuführen war; nur bei Glucuroniden und Sulfaten zeigte sich keine Veränderung.
5.3.4 Glycin-konjugierte N-Acetyl-Glucosaminide von Urso- und Iso-
Ursodeoxycholsäure
Neben den wie erwartet in der MeOH-Fraktion von Lipidex 5000 eluierenden N-Acetyl-
Glucosaminiden der UDCA und Iso-UDCA fiel in der Gaschromatographie von Fraktion
2 ein sehr spät eluierender Peak auf, dessen Menge unter der Einnahme von UDCA
deutlich, d.h. um den Faktor 218, zunahm. Eine Zuordnung zu bisher bekannten
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Komponenten war hier nicht möglich. Nach Gabe von UDCA fand sich neben diesem ein
unmittelbar vorher eluierender zweiter Peak, analog zu den dicht hintereinander
auftretenden Peaks der früher eluierenden UDCA und Iso-UDCA.
Um die Struktur der gesuchten Komponenten aufklären zu können, wurden von den von
Lipidex-DEAP eluierten Fraktionen direkt Massenspektren (FABMS) angefertigt. Bei
deren Analyse zeigten sich in dem intensiven Peak bei m/z 594 die pseudomolekularen
Anionen [M-H]- der N-Acetyl-Glucosaminide von UDCA und Iso-UDCA wie erwartet.
Bei m/z 651 tauchte aber ein intensives Signal auf, welches parallel im Massenspektrum
von Fraktion 3 gefunden werden konnte. Rein rechnerisch entsprach dies dem
pseudomolekularen Anion [M-H]- eines Doppelkonjugates der UDCA und Iso-UDCA
mit N-Acetyl-Glucosaminid und Glycin. Dies bedeutete, dass die Komponente zu früh
von Lipidex-DEAP eluiert worden war. Sie hätte eigentlich in Fraktion 3 enthalten sein
müssen. Zur Korrektur dieses durch Overload verursachten Fehlers wurde das Volumen
der zur Elution benutzten 0.1 molaren Essigsäure auf 12.5 ml reduziert, was auch den
gewünschten Erfolg brachte.
Zur Bestätigung der vermuteten Struktur wurde Fraktion 3 nach Elution von Lipidex-
DEAP nacheinander mit N-Acetyl-Glucosaminidase und Cholylglycin-Hydrolase
inkubiert. Hierdurch wurden mit Glycin konjugierte UDCA und Iso-UDCA freigesetzt.
Diese konnten durch Analyse der Methylester-Trimethylsilyl-Ether-Derivate mittels GC
und GC/MS und Vergleich mit der synthetisierten authentischen Referenzsubstanz
identifiziert werden. Darüber hinaus konnte auch eine Aussage über die Grössenordnung
der Ausscheidung der Doppelkonjugate gemacht werden: Die Berechnungen aus der
gaschromatographischen Analyse ergaben, dass das Doppelkonjugat 90% der gesamten
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N-Acetyl-Glucosaminide der UDCA und 9% der gesamten N-Acetyl-Glucosaminide der
Iso-UDCA ausmachte.
5.3.5 Weitere Gallensäure-Doppelkonjugate
Erwähnenswert sind noch die in Fraktion 4 gefundenen, für nichtamidierte bzw. Glycin-
konjugierte Glucuronide charakteristischen prominenten Ionen bei m/z567 und m/z 624
und die intensiven Peaks bei m/z 471 und 528 in Fraktion 5, typisch für nichtamidierte
und Glycin-konjugierte Sulfate.
5.3.6 Zwischenprodukte der Epimerisierung
Zusätzlich gelang die Identifikation des Zwischenproduktes der Epimerisierung von
Ursodeoxycholsäure zu Iso-UDCA, der 3-Keto-UDCA. Unter den N-Acetyl-
Glucosaminiden nach Gabe von UDCA zeigte sich dessen pseudomolekulares Anion [M-
H]- in einem Peak bei m/z 592, was durch den Vergleich mit der authentischen
Referenzsubstanz bestätigt werden konnte.
69
6. DISKUSSION
Aufgrund des immer breiter werdenden Spektrums der therapeutischen Anwendung von
Ursodeoxycholsäure und der Vielzahl der publizierten positiven Effekte besteht ein
zunehmendes Interesse an der Klärung der dabei zugrundeliegenden Pharmakodynamik.
Mankos waren bisher sicherlich das fehlende Wissen über die genaue Pathogenese der
cholestatischen Lebererkrankungen und die geringe Kenntnis der Stoffwechselwege der
UDCA, so dass es bis dato nicht überzeugend gelang, eine definitiv gültige Erklärung für
die Frage der Pharmakodynamik zu formulieren. Auch die Grundlagenforschung zur
allgemeinen Physiologie der Gallensäuren konnte diese Erklärung bisher nicht liefern,
obwohl sehr verschiedene theoretische Ansätze geprüft wurden.
In diesem Rahmen beschrieben Marschall et al. (1992) erstmals die N-Acetyl-
Glucosaminidierung als einen für 7b-hydroxylierte Gallensäuren und damit für UDCA
selektiven Stoffwechselweg. Um die Bedeutung dieses Stoffwechselweges genauer
bewerten und auf eine breitere Datenbasis stellen zu können, erfolgte in einem weiteren
Schritt der Versuch der Quantifizierung der Ergebnisse an gesunden Probanden, um
Basisdaten eines Normalkollektives zu erhalten und diese späteren Messungen unter den
pathologisch veränderten Verhältnissen bei Lebererkrankungen zugrunde legen zu
können.
Methodische Schwierigkeiten lagen in der bisher relativ kleinen Datenbasis zur
physiologischen Gallensäureausscheidung im Urin gesunder Personen und der
unterschiedlichen Schwerpunkte in der Methodik bisheriger Studien. Neben den meist
geringen Probandenzahlen existieren vergleichsweise sehr wenige Arbeiten, in denen
neben der Bestimmung der einzelnen Gallensäuren auch differenziertere Verfahren zur
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Auftrennung der bislang bekannten Konjugatgruppen zur Anwendung kamen. Etwas
gründlicher untersucht ist zwar die Gallensäureausscheidung bei Patienten mit
Erkrankungen der Leber- und Gallenwege, deren Ergebnisse können jedoch nur bedingt,
d.h. bei Messungen während anikterischer Phasen oder leichterer Krankheitsstadien,
herangezogen werden. Der unmittelbare Vergleich mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen war daher nicht ohne weiteres möglich bzw. mit Unsicherheiten behaftet.
Die rein quantitativ gesehen geringe Bedeutung des renalen Eliminationsweges, über den
insgesamt nur 0.001-0.0015% des Gesamt-Gallensäurepooles ausgeschieden werden,
spiegelte sich auch in der hier vorgelegten Untersuchung wieder. Nach unserer Analyse
wurden weniger als 0.5% der täglich oral verabreichten 750 mg UDCA über die Nieren
ausgeschieden. In der bisherigen Literatur sind die Angaben dazu allerdings nicht
einheitlich: Parquet et al. (1985) bezifferten die Wiederfindungsrate radioaktiv
markierter UDCA im Urin mit weniger als 0.01%, wogegen Stiehl t al. (1990) bei
Patienten mit Primär Biliärer Zirrhose und einer täglichen oralen Zufuhr von 750-1000
mg UDCA ca. 5% Ausscheidung über den Urin messen konnten.
Vergleicht man die basale Gesamtausscheidung von Gallensäuren bei gesunden
Probanden, wird in der oft als Standard zitierten Arbeit von Almé et al. (1977) die basale
Ausscheidung insgesamt zwischen 6.4 und 11.0 µmol/24h, d.h. durchschnittlich 7.0 ± 0.8
µmol/24h, angegeben. Almé und Sjövall (1980) fanden eine stark schwankende
Exkretionsrate zwischen 7.03 und 45.32 µmol/24h mit einem Mittelwert bei 20.20 ±
21.98 µmol/24h. Salvioli et al. (1988) wiederum bestimmten Werte zwischen 1.8 und
2.4 µmol/24h. so dass in unserer Untersuchung die basale Exkretionrate mit 4.8
µmol/24h also niedriger lag als in den beiden erstgenannten Arbeiten. In gleicher Höhe
liegt jedoch die von Takikawa et al. (1984) bei Patienten mit Erkrankungen der Leber
71
und der Gallenwege bestimmte basale Exkretionsrate, die mit 4.85 µmol/24h beziffert
wurde.
Über die Gesamtausscheidung hinaus interessierte die Quantifizierung der einzelnen
Konjugate, beginnend mit den unkonjugierten Gallensäuren, deren Anteil von Almé et al.
(1977) mit 3-10% an der Gesamtausscheidung angegeben wurde. In unserer Arbeit lagen
die unkonjugierten Gallensäuren mit 10.3% also vergleichbar hoch.
Die von Gesunden ausgeschiedenen glycosidischen Konjugate sind bisher nur wenig
analysiert worden, wobei hier sicherlich die unausgereifte Methodik und die späte
Entdeckung z.B. der Konjugation mit N-Acetyl-Glucosaminid eine Rolle gespielt haben.
Semiquantitative Schätzungen (Marschall et al. 1987) gehen von einer täglichen
Elimination von 1 µmol an Glucosiden aus. Die Höhe der Ausscheidung von
nichtamidierten Glucosiden und N-Acetyl-Glucosaminiden wurde mit 0.29 µmol/24h
beziffert (Marschall et al. 1989), wovon 90% als mit N-Acetyl-Glucosaminid konjugiert
angegeben wurden. In derselben Arbeit betrug die Menge der zu 90% mit Glycin
amidierten Glucoside 0.25 µmol/24h. Trotz der bei unseren Daten etwas höheren Werten
für die Gesamtausscheidung von Glucosiden (0.32 µmol/24h) und N-Acetyl-
Glucosaminiden (0.5 µmol/24h) liegen alle in der Literatur bisher ermittelten Werte in
einem ähnlichen Bereich unter 1 µmol/24h. Dies entspricht auch der Exkretionsrate von
Glucosiden und N-Acetyl-Glucosaminiden bei Patienten mit cholestatischen
Lebererkrankungen, wie W tholtz et al. (1991) zeigen konnten. Gemessen an der
Gesamtausscheidung liegt der prozentuale Anteil der amidierten bzw. nichtamidierten
glycosidischen Konjugate in unserer Studie bei 6.6% und 10.3% vor Einnahme von
UDCA.
72
Als Referenzwerte für Glycin-konjugierte Gallensäuren geben Almé t al. (1977) einen
Anteil von 4-50% an, für die Konjugate mit Taurin 2.8%. Die in unserer Studie für beide
Konjugate gemeinsam ermittelten 31.3% liegen innerhalb dieser, zugegebenermassen
erheblichen, Schwankungsbreite. Ein genauerer Vergleich kann allerdings nicht gezogen
werden, da Taurin-Konjugate in der vorliegenden Arbeit nicht separat bestimmt wurden.
Glucuronide wurden in der Studie von Almé et al. (1977) aus methodischen Gründen
noch nicht isoliert bestimmt. Vergleicht man die hier gefundenen 14.3% mit dem von
Almé und Sjövall (1980) angegebenen Anteil von 12-36%, liegt auch dieses Ergebnis in
einer vergleichbaren Höhe.
In der Gruppe der Sulfate differiert der in dieser Arbeit gefundene Anteil an der
Gesamtausscheidung von 27.1% jedoch deutlich von den durch Almé et al. (1977) bzw.
Almé und Sjövall (1980) berichteten 43-87% bzw. 53.8-62.5%. Auch Salvioli et al.
(1988) fanden für Sulfate, die allerdings mit den Glucuroniden zusammen berechnet
wurden, einen Anteil von 75-84%, sodass die in unserer Arbeit bestimmten Daten etwa
40% niedriger sind als in der Literatur vorbeschrieben.
Zusammengefasst bestehen also folgende Unterschiede zu bereits publizierten Daten: Die
Gesamtausscheidung lag ca. 30-75% unter der in den Arbeiten von lmé t al. (1977)
bzw. Almé und Sjövall (1980) gemessenen Rate. Der prozentuale Anteil der mit Sulfat
konjugierten Gallensäuren war in unserer Studie etwa 40% niedriger. Die mit Glucose
und N-Acetyl-Glucosamin konjugierten Gallensäuren konnten durch die Modifikation der
Methode in beachtlicher Menge nachgewiesen werden. Für alle weiteren
Konjugatgruppen lagen die Werte jeweils innerhalb der in den vorherigen Studien
gefundenen grossen Schwankungsbreite.
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Wie lassen sich nun diese Differenzen erklären? Zunächst lässt sich konstatieren, dass die
bisher erhobenen Daten uneinheitlich sind, bis auf die Tatsache, dass die basale
physiologische Ausscheidung 50 µmol/24h nicht übersteigt. Desweiteren können durch
die regelmässig sehr kleinen Probandenzahlen allgemein gültige Aussagen über die Höhe
der physiologischen Gallensäureausscheidung nicht definitiv getroffen werden. Drittens
sind die Studien methodisch nicht einheitlich durchgeführt, beispielsweise konnte bei
Almé et al. (1977) im Gegensatz zu Almé und Sjövall (1980) noch kein Nachweis von
Glucuroniden geführt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Lipidex-DEAP das
gleiche Gruppentrennungsmedium wie bei Almé t al. (1977 und 1980) angewandt, die
weitergehende Aufarbeitung war jedoch unterschiedlich, da glycosidische Konjugate
(Glucoside, N-Acetyl-Glucosaminide und Glucuronide) differenzierter aufgetrennt
werden konnten.
Ausschlaggebend ist aber, dass selbst innerhalb von Untersuchungen mit identischer
Methodik von Individuum zu Individuum grosse Unterschiede in der Ausscheidung
gefunden wurden, wie die Studien von Almé et al. (1977) und Almé und Sjövall (1980)
belegen (7.0 µmol/24h bzw. 20.20 µmol/24h im Durchschnitt). Dies würde aber auf eine
ausserhalb der durch das Verfahren bedingten methodischen Fehler liegenden Ursache
hinweisen, die mit den Probanden zusammenhängt. Fehlerquellen wären beispielsweise
nicht erkannte oder nicht angegebene Erkrankungen der Leber- und Gallenwege,
Verfälschung durch eine nicht angegebene Einnahme von Medikamenten, insbesondere
Gallensäure-Präparaten, oder Unregelmässigkeiten bzw. Verdünnung bei der Sammlung
der 24h-Urine. Alle genannten Punkte wurden durch Anamnese, Laborkontrollen und
Instruktion der Testpersonen so weit als möglich ausgeschlossen.
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Als plausibelste Erklärung könnte jedoch eine physiologischerweise schwankende
Gallensäureausscheidung herangezogen werden, wofür neben der oben erwähnten
Gesamtausscheidung die Fraktion der Sulfate als Beispiel gelten könnte. Hier sind trotz
gleicher Verfahren für die Gruppentrennung in unserer und den vorhergehenden Studien
die Exkretionsraten sehr unterschiedlich. Die zum Nachweis der glycosidischen
Konjugate notwendigen Modifikationen, die eine Quelle innerhalb unseres
Analyseverfahrens liegender systematischer Fehler hätten sein können, sind so als
Ursache der Differenzen nicht wahrscheinlich. Eine weitere Möglichkeit wären aber auch
unbemerkte Verluste von Probenmaterial, die jedoch keine systematische Verfälschung
zur Folge gehabt hätten.
Neben der Gesamtausscheidung interessierte vor allem die Ausscheidung von UDCA und
Iso-UDCA, die in unserer Arbeit während der Einnahme von UDCA zusammen 61.8%
aller mit dem Urin eliminierten Gallensäuren ausmachten (49.3% UDCA bzw. 12.5%
Iso-UDCA).
Ähnliche Zahlen sind von Fischer et al. (1993) angegeben worden, die nach Gabe von
750 mg UDCA über 2-3 Wochen den Anteil der UDCA an der Gesamtmenge mit 50%,
den der Iso-UDCA mit 8% bestimmten. Leider wurden bei Fischer et al. (1993) im
weiteren lediglich die Gruppen der unkonjugierten, der amidierten und sulfatierten
Gallensäuren untersucht, sodass ein genauerer Vergleich mit den in unserer Studie
gefundenen Daten nicht möglich ist. Auch die Studie von Batta et al. (1989 a) stimmt
mit unseren Ergebnissen überein, indem nämlich der Anteil von UDCA und Iso-UDCA
an der Gesamtmenge nach Gabe von UDCA mit 63.4% angegeben wurde. Im Einzelnen
war hier jedoch die Menge der UDCA mit 58.1% etwas grösser und der Prozentsatz der
Iso-UDCA mit 5.3% geringer.
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Eine sehr wichtige Bestätigung unserer Ergebnisse erfolgte dann durch die
Therapiestudie von Li dblad et al. (1998) an Patienten mit Zystischer Fibrose, in der ein
Anteil von UDCA bzw. Iso-UDCA im Urin mit 4% (3%) vor medikamentöser Therapie
und 40% (40%) nach Verabreichung von UDCA errechnet wurde.
Wichtigstes Konjugat von UDCA und Iso-UDCA nach Gabe von UDCA war in unserer
Arbeit das N-Acetyl-Glucosaminid, welches 50% aller Metaboliten dieser beiden
Gallensäuren ausmachte und mit einem Anteil von 33.9% an der Gesamtmenge zur
grössten Fraktion unter allen bekannten Konjugaten wurde.
Die Beobachtung konnte in vorherigen, an Patienten mit meist cholestatischen
Lebererkrankungen durchgeführten Studien noch nicht gemacht werden, da in keiner
dieser Arbeiten die N-Acetyl-Glucosaminide als eigene Konjugatgruppe im
Aufarbeitungsgang Berücksichtigung fanden. Der Hauptteil der UDCA wurde dadurch
während der Gabe von UDCA stets in anderen Konjugatgruppen gefunden, so bei
Salvioli et al. (1988) unter den mit Glucuronid oder Sulfat konjugierten Gallensäuren
(70%), bei Batta et al. (1989 a) zu 60% in der Fraktion der mit Sulfat konjugierten
Gallensäuren bzw. zu jeweils 20% unter den freien bzw. Glycin- und Taurin-konjugierten
Gallensäuren. Auch Fischer et al. (1993) fanden 66% der UDCA unter den Sulfaten und
nur 23% unter den amidierten bzw. 11% unter den unkonjugierten Gallensäuren. Stieh
et al. (1990) beschrieben ebenfalls die Sulfate als diejenige Fraktion mit dem grössten
Anteil UDCA (79.9%). Dort hatte UDCA mit 65.8% aber auch den grössten Anteil an
der Fraktion der nicht sulfatierten und nicht glucuronidierten Gallensäuren.
Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen bestätigten jedoch neuere Studien die
quantitative Bedeutung der UDCA, die Rolle der N-Acetyl-Glucosaminide als
Hauptkonjugat der UDCA, und die Selektivität dieser Konjugationsreaktion. So machten
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die N-Acetyl-Glucosaminid-Konjugate der UDCA in der Untersuchung von Kimura et
al. (1995) an Patienten mit PBC im Stadium I einen Anteil von 50,1% an den mit dem
Urin insgesamt ausgeschiedenen Gallensäuren aus. Eine andere Gallensäure konnte unter
den N-Acetyl-Glucosaminiden nicht gefunden werden, was die Selektivität der
Konjugation klar heraushebt. Meng et al. (1997 a,b) e enso wie Lindblad et al. (1998)
bestätigten dann diese Ergebnisse noch einmal, in dem sie ebenfalls N-Acetyl-
Glucosaminid als Hauptkonjugat von UDCA und Iso-UDCA feststellten.
Diese Beobachtungen sind eine wichtige Bestätigung der von Marschall et al. (1992)
beschriebenen Resultate, so dass erstens die quantitative Bedeutung der UDCA unter
den mit dem Urin ausgeschiedenen Gallensäuren, zweitens die Bedeutung der N-Acetyl-
Glucosaminide als wichtigstem Konjugat der UDCA und drittens die Selektivität dieser
Konjugation für UDCA noch einmal betont werden kann. Die Selektivität ist somit in
vitro und in vivo nachweisbar.
Ein Teil der oral zugeführten UDCA wird an C3 epimerisiert. Iso-UDCA (3b,7b-
Dihydroxy-5b-Cholansäure) ist in einer Menge nachweisbar, die bis zu 25% derjenigen
der UDCA entspricht. Hierdurch kann auf eine hohe Epimerisierungsrate der oral
zugeführten UDCA geschlossen werden, was in Übereinstimmung mit den in vitro
gefundenen Ergebnissen von Matern H et al. (1990) und der Studie von Marschall et al.
(1992) steht. Niedrigere Prozentsätze fanden die Arbeiten von Bat a et al. (1989 a) und
Stiehl et al. (1990), in denen Iso-UDCA nur etwa 9.1% bzw. 4.5% der Menge der
UDCA erreicht.
Weiter wird in unserer Studie auch Iso-UDCA fast selektiv als N-Acetyl-Glucosaminid
verstoffwechselt, nur in Spuren sind Konjugate mit Glucuronid oder Sulfat nachweisbar.
Wiederum wiesen frühere Studien, in denen allerdings nach mit N-Acetyl-Glucosaminid
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konjugierten Gallensäuren nicht dezidiert gesucht wurde, das 3b-Epimer der UDCA im
Urin sowohl in den Fraktionen der nicht-sulfatierten als auch der sulfatierten
Gallensäuren (Maeda et al. 1984), unter den Sulfaten (Batta et al. 1989 a) und in den
Fraktionen der unkonjugierten und sulfatierten Gallensäuren (Fischer et al. 1993) nach.
Eine Bestätigung unserer Resultate, d.h. der N-Acetyl-Glucosamin-Konjugation von Iso-
UDCA, findet sich wiederum in der oben bereits zitierten Arbeit von Lindblad et al.
(1998).
Neu war der Nachweis, dass ein Teil der mit dem Urin ausgeschiedenen UDCA mit N-
Acetyl-Glucosamin und Glycin doppelt konjugiert ist. Die bisher bekannten
Doppelkonjugate von Cholsäure bzw. Chenodeoxycholsäure (Hedenborg und Norman
1984) verbanden Glycin oder Taurin mit Glucuronid oder Sulfat. Bestätigt wurde der
Nachweis der Doppelkonjugate der UDCA von Kimura et al. (1995), die bei Patienten
mit PBC Stadium I unter UDCA-Therapie sowohl Doppelkonjugate von N-Acetyl-
Glucosamin und Glycin als auch N-Acetyl-Glucosamin und Taurin fanden, ebenso wie
von Meng et al. (1997 a,b)und Lindblad et al. (1998).
Zusammengefasst i  die Ausscheidung der UDCA und ihrer Konjugate mit dem Urin
zwar rein quantitativ gesehen von untergeordneter Bedeutung, die genaue Analyse zeigt
jedoch, dass die UDCA einen erheblichen und bedeutenden Teil der mit dem Urin
ausgeschiedenen Gallensäuren ausmacht. Die selektive 7b-Konjugation mit N-Acetyl-
Glucosamin ist zumindest für renal eliminierte UDCA von grosser Bedeutung. Ungeklärt
bleibt damit allerdings immer noch die Frage, ob die Selektivität der Konjugation von
UDCA etwas mit den unbestreitbar positiven Effekten in der Behandlung von PBC und
Schwangerschaftscholestasen zu tun haben könnte. Zu postulieren wäre erneut die im
Vergleich geringere Toxizität der Konjugate der UDCA, oder der Ersatz der eher
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lipophilen Gallensäuren durch die hydrophileren Derivate der UDCA. Das eine
Normalisierung des Gallensäuremusters eintritt, ist nachweislich ein Effekt der
Medikation mit UDCA. Ob die selektive Konjugation mit N-Acetyl-Glucosamin damit
jedoch ursächlich zusammenhängt, muss vorerst aber weiter offen bleiben. Die weitere
Aufklärung der Stoffwechselwege dieser Gallensäure und ihrer Metaboliten ist deshalb
von grosser Bedeutung.
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7. ANHANG
7.1 Abkürzungen
Gallensäure Position der
Hydroxylgruppen
Abkürzung
Cholsäure 3a,7a,12 a CA
Deoxycholsäure 3a,12a DCA
Chenodeoxycholsäure 3a,7a CDCA
Ursodeoxycholsäure 3a,7b UDCA
Iso-Ursodeoxycholsäure3b,7b Iso-UDCA
Hyodeoxycholsäure 3a,6a HDCA
Lithocholsäure 3a LCA
Tab. 4: Abkürzungen für Gallensäuren mit Angabe der Position der Hydroxylgruppen
nach Hofmann et al. (1992).
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C18 Octadecanylsilan-gebundenes Silizium
DEAP Diethylaminohydroxypropyl
EtOH Ethanol
FABMS Fast Atom-Bombardment Massenspektrometrie
GC/MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Glc Glucosyl-Rest
GlcA Glucuronyl-Rest
GlcNAc N-Acetyl-Glucosaminyl-Rest
MeOH Methanol
m/z Massen-Ladungs-Verhältnis
RI Retentionsindex
TMS Trimethylsilyl
Tab. 5: Weitere im Text verwendete Abkürzungen.
81
7.2 Literaturverzeichnis
Abdelmalek MF, Harrison ME, Gross JB Jr, Poterucha JJ, Gossard AA, Spivey JR, Rakela J,
Lindor KD, 1998. Treatment of chronic hepatitis C with interferon with or without ursodeoxy-
cholic acid: a r ndomized prospective trial. J Clin Gastroent.  26:130-4.
Almé B, Bremmelgaard A, Sjövall J, Thomassen P 1977. Analysis of metabolic profiles of bile
acids in urine using a lipophilic anion exchanger and computerized gas-liquid chromatography-
mass spectrometry. J Lipid Res 18: 339-362.
Almé B, Nordén A, Sjövall J. 1978. Glucuronides of unconjugated 6-hydroxylated bile acids in
urine of a patient with malabsorption. Clin Chim Acta 86: 251-259.
Almé B, Sjövall J. 1980. Analysis of bile acid glucuronides in urine. Identification of 3a, 6a,
12a-trihydroxy-7b-cholanoic acid. J Steroid Biochem 13: 907-916.
Arcos M, Lieberman S. 1967. 5-Pregnene-3b, 20a-diol-3-sulfate-20-(2'-acetamido-2'-deoxy-a-
D-glucoside) and 5-pregnene-3b, 20a-diol-3, 20-disulfate. Two novel urinary conjugates. Bio-
chemistry 6: 2032-2039.
Attili AF, Carli L, Repice AM, Varriale M, Callea F. 1991. Effect of ursodeoxycholic acid on
serum enzymes and liver histology in Patients with chronic active hepatitis. J Hepatol 13: S92.
Abstract.
Avila NA, Shawker TH, Roach P, Bradford MH, Skarulis MC, Eastman R. 1998. Sonography
of gallbladder abnormalities in acromegaly patients following octreotide and ursodiol therapy:
incidence and time course. J Clin Ultrasound  26:289-94.
82
Bachrach WH, ofmann AF. 1982 a. Ursodeoxycholic acid in the treatment of cholesterol chol-
lithiasis. Part I. Dig Dis Sci 27: 737-761.
Bachrach WH, ofmann AF. 1982 b. Ursodeoxycholic acid in the treatment of cholesterol chol-
lithiasis. Part II: Results of clinical trials. Dig Dis Sci 27: 833-856.
Back P. 1974. Isolation and identification of a chenodeoxycholic acid glucuronide from human
plasma in i trahepatic cholestasis. Hoppe Seyler's Z Physiol Chem 355: 213-217.
Back P, Bowen DV. 1976. Chemical synthesis and characterization of glucuronic acid coupled
mono-, di- and trihydroxy bile acids. Hoppe Seyler's Z Physiol Chem 357:219-224.
Back P, Spaczynski K, Gerok W. 1974. Bile salt glucuronides in urine. Hoppe Seyler's Z Physiol
Chem 355: 749-755.
Bahrle S, Szabo G, Stiehl A, Theilmann L, Dengler TJ, Zimmermann R, Kubler W, 1998. Adju-
vant treatment with ursodeoxycholic acid may reduce the incidence of acute cardiac allograft re-
jection. J Heart Lung Transpl 17:592-8.
Barnes D, Talenti D, Cammell G, Goormastic M, Farquhar L, Henderson M, Vogt D, Mayes J,
Westveer MK, Carey W. 1997. A randomized clinical trial of ursodeoxycholic acid as adjuvant
treatment to prevent liver transplant rejection. H patology 26:853-7.
Batta AK, Arora R, Salen G, Tint GS, Eskreis D, Katz S. 1989 a. Characterization of serum and
urinary bile acids in patients with primary biliary cirrhosis by gas-liquid chromatography-mass
spectrometry: effect of ursodeoxycholic acid treatment. J Lipid Res 30:1953-1962.
83
Batta AK, Salen G, Abroon J. 1997. Ursocholic acid, a hydrophilic bile acid, fails to improve
liver function parameters in primary b liary cirrhosis: comparison with ursodeoxycholic acid. Am
J Gastroenterol 92:1035-7.
Batta AK, Salen G, Arora R, Shefer S, Tint GS, Abroon J, Eskreis D, Katz S. 1989 b. Effect of
ursodeoxycholic acid on bile acid metabolism in primary biliary cirrhosis. Hepatology 10: 414-
419.
Batta AK, Salen G, Shefer S. 1979. Thin-layer chromatography of conjugated bile acids. J
Chromatogr 168: 557-561.
Berg PA, Klein R. 1989. Klinik und Immunologie der Primären Biliären Zirrhose. Versuch einer
Synopsis. Dtsch Ärzteblatt 86: Heft 47.
Beuers U, Fischer S, Spengler U, Paumgartner G. 1991. Formation of iso-ursodeoxycholic acid
during administration of ursodeoxycholic acid in man. J Hepatol 13:97-103.
Björkhem I. 1985. Mechanisms of bile acid synthesis in mammalian liver. In Sterols a d bile
acids, Danielsson H, Sjövall J, editors, Elsevier, Amsterdam, pp 303-329.
Bremmelgaard A, Sjövall J. 1979. Bile acid profiles in urine of patients with liver disease. Eur J
Clin Invest 9: 341-348.
Bremmelgaard A, Sjövall J. 1980. Hydroxylation of ch lic, chenodeoxycholic, and deoxycholic
acids in patients with in rahepatic cholestasis. J Lipid Res 21:1072-1082.
Brites D, Rodrigues CM, Cardoso M, Graca LM. 1998 a. Unusual case of severe chol stasis of
pregnancy with early onset, improved by ursodeoxycholic acid administration. Eur J Obstet Gyn
Reprod Biol 76:165-168.
84
Brites D, Rodrigues CM, Oliveira N, Cardoso M, Graca LM. 1998 b. Correction of maternal
serum bile acid profile during ursodeoxycholic acid therapy in cholestasis of pregnancy. J
Hepatol 28:91-98.
Bronstein IN, Semendjajew KA. 1984. Taschenbuch der Mathematik. Verlag Harri Deutsch,
Thun und Frankfurt/M..
Chazouillères O, Poupon R, Capron JP, Metman EH, Dhumeaux D, Amouretti M, Couzigou D,
Labayle D, Trinchet JC. 1990. Ursodeoxycholic acid for primary sclerosing cholangitis. J He-
patol 11:120-123.
Chazouilleres O, Wendum D, Serfaty L, Montembault S, Rosmorduc O, Poupon R, 1998. Pri-
mary biliary cirrhosis-autoimmune hepatitis overlap syndrome: clinical features and response to
therapy. Hepatology  28:296-301.
Christensen KL, Andersen BN, Vilstrup H. Primary sclerosing cholangitis with itching treated
during pregancy with ursodeoxycholic acid. 1997. Ugeskr Laeger 24:7151.
Comcowich SA, Spitzer TR, Tsunoda SM. 1997. Ursodiol to prevent hepatic venoocclusive dis-
ease. Ann Pharmacother 31:1249-1952.
Danziger RG, Hofmann AF, Schoenfield LJ, Thistle LJ. 1972. Dissolution of cholesterol gall-
stones by chenodeoxycholic acid. N Engl J Med 286: 1-8.
De Caestecker JS. 1997. Bile acid therapy and markers of immune-mediated damage in primary
biliary cirrhosis. Eur J Gastroenterol Hepatol 9:145-147.
Erikson LS, Olsson R, Glauman H, Prytz H, Befrits R, Ryden BO, Einarsson K, Lindgren S,
Wallerstedt S, Weden M. 1997. Ursodeoxycholic acid treatment in patients with primary bilia y
85
cirrhosis. A Swedish multicentre, double-blind, randomized controlled study. Scand J
Gastroenterol 32:179-186.
Essell JH, Schroeder MT Harman GS, Halvorson R, Lew V, Callander N, Snyder M, Lewis SK,
Allerton JP, Thompson JM. 1998. Ursodiol prophylaxis against hepatic complications of ll ge-
neic bone marrow transplantation. A ra domized, double-blind, placebo-controlled trial. Ann
Intern Med 128:975-981.
Fedorowski T, Salen G, Colallilo A, Tint GS, Mosbach EH, Hall JC. 1977. Metabolism of ur-
sodeoxycholic acid in man. Gastroenterology 73:1131-1137.
Fedorowski T, Salen G, Tint GS, Mosbach EH. 1979. Transformation of chenodeoxycholic acid
and ursodeoxycholic acid by human intestinal bacteria. Gastroenterology 77:1068-1073.
Fischer S, Neubrand M, Paumgartner G. 1993. Biotransformation of orally administered ursod-
oxycholic acid in man as observed in gallbladder bile, serum and urine. Eur J Clin I vest 23:28-
36.
Fleckenstein JF, Paredes M, Thuluvath PJ. 1998. A prospective, randomized, double-blind trial
evaluating the efficacy of ursodeoxycholic acid in prevention of liver transplant rejection. Liver
Transpl Surg  4:276-279.
Floreani A, Chiaramonte M, Fabris P, Ngatchu T, Naccarato R. 1991. Poor effects of ur ode-
oxycholic acid in anti-hepatitis C virus-positive chronic liver disease. Cu rent Therapeutic Res
50:579-585.
Fröhling W, Stiehl A. 1975. Bile acid glucuronides in man: identification and quantitative analy-
sis. In Advances in Bile Acid Research, pp 153-156. Matern S, Hackenschmidt J, Back P, Gerok
W, editors. Schattauer, Stuttgart.
86
Fröhling W, Stiehl A. 1976. Bile acid glucuronides: identification and quantitative analysis in the
urine of patients with cholestasis. Eur J Clin Invest 6:67-74.
Fromm H. 1988. Ursodeoxycholic acid for adjuvant therapy with extrahepatic shock wave
lithotripsy of gallstones. J Clin Gastroenterol 10 (Suppl.): S18-S21.
Fromm H, Carlson, GL, Hofmann AF, Farivar S, Amin P. 1980. Metabolism of 7-ketolithocholic
acid: precursor of cheno- and ursodeoxycholic acids. Am J Physiol 239: G161-G166.
Fromm H, Sarva PR, Bazzoli F. 1983. Formation of ursodeoxycholic acid from chenodeoxy-
cholic acid in the human colon: studies of the role of 7-ketolithocholic acid as an intermediate. J
Lipid Res 24:841-853.
Goto N, Sato A, Suzaki K, Nambara T. 1981. Studies on the comparative ability of beta-
glucuronidase preparations to hydr lize bile acid glucuronides. Chem Pharm Bull (Tokyo)
29:1975-1980.
Gross U, Frank M, Doss MO. 1998. Hepatic complications of erythropoietic protoporphyria.
Photodermatol Photoimmunol Photomed  14:52-57.
Hayashi H, Higushi T, Ichimiya H, Hishida N, Sakamoto N. 1990. Asymptomatic primary scle-
rosing cholangitis treated with ursodeoxycholic acid. Gastroenterology 99: 533-535.
Hedenborg G, Norman A. 1984. The nature of urinary bile acid conjugates in patients with ex-
trahepatic cholestasis. Scand J Clin Invest. 44:725-733.
Hedenborg G, Norman A. 1985. Fasting and postprandial serum blie acid concentration with
special reference to variations the conjugate profile. Scand J C in Invest 45:151-156.
87
Hellström K, Sjövall J. 1961. On the origin of lithocholic and ursodeoxycholic acid in man. Bile
acids and steroids 106. Acta Physiol Scand 51:218-239.
Hirano Y, Miyazaki H, Higashidate S, Nakayama F. 1987. Analysis of 3-sulfated and nonsul-
fated bile acids by one-step solvolysis and high performance liquid chromatography. J Lipid Res
28:1524-1529.
Hofmann AF. 1976. The enterohepatic circulation of bile acids in man. In Advances in Internal
Medicine 21: 501-534. Stollermann GH, editor. Yearbook Medical Publishers, New York.
Hofmann AF, Grundy SM, Lachin JM, Lan SP, Baum RA, Hanson RF, et al. and the National
Cooperative Gallstone Study Group 1982. Pretreatment biliary lipid composition in white pa-
tients with radiolucent gallstones in the National Co perative Gallstone Study. Gastroenterology
83:738-52.
Hofmann AF. 1990. Bile acid secretion , bile flow and biliary lipid secretion in humans. Hepa-
tology 12:175-255.
Hofmann AF. 1994 a. Pharmacology of Ursodeoxycholic acid, an Enterohepatic Drug. Scand J
Gastroenterol 29 Suppl. 204:1-15.
Hofmann AF. 1994 b. Bile Acids. In The Liver: Biology and Pathobiology, Third Edition, pp.
677-717. Edited by Arias IM, Boyer JL, Fausto N, Jakoby WB, Schachter DA, and Hafritz DA.
Raven Press Ltd., New York, 1994.
Hofmann AF. 1994 c. Biliary Secretion and Excretion. The Hepatobiliary Component of the En-
terohepatic Circulation of Bile Acids. In Physiology of the Gastrointestinal Tract, Third Edition,
pp. 1555-1575. Edited by Johnson LJ, Raven Press, New York, 1994.
88
Hofmann AF, Sjövall J, Kurtz G, Radominska A, Schteingart CD, Tint GS, Vlahcevic ZR,
Setchell KDR. 1992. A proposed nomenclature for bile acids. J Lipid Re  33:599-604.
Ide T, Sata M, Nakano H, Suzuki H, Tanikawa K. 1997. Increased serum IgM class anti-lipid A
antibody and therapeutic effect of ursodeoxycholic acid in primary biliary cirrhosis. Hepato-
Gastroenterol 44:1569-1573.
Irshaid YM, Radominska A, Zimniak P, Lester R, Tephly TR. 1991. Glucuronidation of mono-
hydroxylated short chain bile acids by human liver icrosomes and purified human liver UDP-
glucuronosyltransferases. DrugMetabo. Dispos 19:173-179.
James OFW. 1990. Ursodeoxycholic acid treatment of chronic cholestatic liver disease. J H pa-
tol 11: 5-8.
Jacquemin E, Hermans D, Myara A, Habes D, Debray D, Hadchouel M, Sokal EM, Bernard O.
1997. Ursodeoxycholic acid therapy in ediatric patients with progressive familial intrahepatic
cholestasis. Hepatology 25:519-23.
Jirku H, Levitz M. 1969. Biliary and urinary metabolites of estrone-6,7-3H-sulfate-35S in a
woman. J Clin Endocrin 29:615-637.
Kano M, Shoda J, Irimura T, Ueda T, Iwasaki R, Urasaki T, Kawauchi Y, Asano T, Matsuzaki
Y, Tanaka N. 1998. Effects of long-term ursodeoxycholate administration on expression levels of
secretory low-molecular-weight phospholipases A2 and mucin genes in gallbladders and biliary
composition in patients with multiple cholesterol stones. Hepatology 28:302-313.
Kaplan MM. 1987. Primary biliary cirrhosis. N Engl J Med 316:521-528.
89
Kaplan MM. 1997. The use of methotrexate, colchicine, and other immunomodulatory drugs in
the treatment of primary biliary cirrhosis. [Review] Sem Liver Dis 17:129-136.
Karlanganis G, Paumgartner G. 1979. Determination of bile acids in serum by capillary gas-
liquid chromatography. Clin Chim Acta 92:19-26.
Keiding S, Hockerstedt K, Bjoro K, Bondesen S, Hjortrup A, Isoniemi H, Erichsen C, Soderdahl
G, Ericzon BG. 1997. The Nordic multicenter double-blind ra omized controlled trial of pro-
phylactic ursodeoxycholic acid in liver transplant patients. Tr nsplantation 63:1591-1594.
Killenberg PG, Jordan JT. 1987. Purification and characterization of bile acid-CoA: amino acid
N-acyltransferase from rat liver. J Biol Chem 253:1005-1010.
Kim WR, Poterucha JJ, Jorgensen RA, Batts KP, Homburger HA, Dickson ER, Krom RA, Wi-
esner RH, Lindor KD. 1997. Does antimitochondrial antibody status affect response to treatment
in patients with primary biliary cirrhosis? Outcomes of urs deoxycholic acid therapy and liver
transplantation. Hepatology 26:22-26.
Kimura A, Nakamura K, Makino I. 1995. Measurement of bile acid N-acetylglucosaminades in
serum and urine of patients with chronic liver diseases during ursodeoxycholic acid treatment.
Jap J Gastroenterol 92:224-232.
Koopman BJ, Wolters BG, van der Molen JC, Nagel GT, Kruizinga W. 1987. Abnormal urinary
bile acids in a patient suffering from cerebrotendinous xanthomatosis during oral administration
of ursodeoxycholic acid. B ochim Biophys Acta 917:238-246.
Lammert F, Marschall HU, Glantz A, Matern S. 2000. Intrahepatic cholestasis of pregnancy:
Molecular pathogenesis, diagnosis and management. J Hepatol 33:1012-21.
90
Larghi A, Crosignani A, Battezzati PM, De Valle G, Allocca M, Invernizzi P, Zuin M, Podda M.
1997. Ursodeoxycholic and tauro-ursodeoxycholic acids for the treatment of primary biliary cir-
rhosis: a pilot crossover study. Aliment Pharmacol Therap 11:409-414.
LaRusso NF, Wiesner RH, Ludwig J, MacCarty RL. 1984. Current concepts. Primary sclerosing
cholangitis. N Engl J Med 310:899-903.
LaRusso NF, Wiesner RH, Ludwig J, MacCarty RL, Beaver SJ, Zinsmeister AR. 1988. Pro-
spective trial of penicillamine in primary sclerosing cholangitis. Gastroenterology 95:1036-1042.
Lawson AM, Setchell KDR. 1988. Mass spectrometry of bile acids. In The Bile Acids. Chemis-
try, Physiology and Metabolism, Vol. 4, pp. 167-267. Setchell KDR, Kritchevsky D, Nair PP,
editors. Plenum Press, New York.
Lepage G, Paradis K, Lacaille F, Senechal L, Ronco N, Champagne J, Lenaerts C, Roy CC,
Rasquin-Weber A. 1997. Ursodeoxycholic acid improves the hepatic metabolism of essential
fatty acids and retinol in children with cystic fibrosis. J Ped 130:52-58.
Leuschner U, Fischer H, Kurtz W, Güldütuna S, Hübner K, Hellstern A, Gatzen M, Leuschner
M. 1989. Ursodeoxycholic acid in primary biliary cirrhosis: results of a controlled double-blind
study. Gastroenterology 97:1268-1274.
Leuschner U, Leuschner M, Sieratzki J, Kurtz W, Hübner K. 1985. Gallstone dissolution with
ursodeoxycholic acid in patients with chronic active hepatitis and two years follow-up. A pilot
study. Dig Dis Sci 30:642-649.
Lim AG, Wolfhagen HJ, Verma A, van Buuren HR, Jazrawi RP, Levy JH, Northfield TC,
Schalm SW. 1997. Soluble intercellular adhesion molecule-1 in primary biliary cirrhosis: effect
91
of ursodeoxycholic acid and immunosuppressive therapy. Eur J Gastroenterol Hepatol 9:155-
161.
Lindblad A, Glaumann H, Strandvik B. 1998. A two year prospective study of the effect of ur-
sodeoxycholic acid on urinary bile acid excretion and liver morphology in cystic fibrosis-
associated liver disease. Hepatology 27:166-174.
Lindor KD, for the Mayo Primary Sclerosing Cholangitis-Ursodeoxycholic Acid Study Group.
1997. Ursodiol For Primary Sclerosing Cholangitis. N Engl J Med 336:691-695.
Lindor KD. 1997. Early primary biliary cirrhosis: just delayed or different? H patology 26:239-
241.
Lindor KD, Jorgensen RA, Therneau TM, Malinchoc M, Dickson ER. 1997. Ursodeoxycholic
acid delays the onset of sophageal varices in primary biliary cirrhosis. Mayo Clin Proc 72:1137-
1140.
MacDonald IA, Bokkenheuser VD, Winter J, McLernon AM, Mosbach EH. 1983. Degradation
of steroids in the human gut. J Lipid Res 24:675-700.
Maeda M, Ohama H, Takeda H, Yabe M, Nambu M, Namihisa T. 1984. Identification of 3b,7b-
dihydroxy-5b-cholan-24-oic acid in serum from patients treated with urso eoxycholic acid. J
Lipid Res 25:14-26.
Makino I, Shinozaki K, Yoshino K, Nakagawa S. 1975. Dissolution of cholesterol gallstones by
ursodeoxycholic acid. Jap J Gastroenterol 72:690-702.
Marschall HU, Egestad B, Matern H, Matern S, Sjövall J. 1987 a. Evidence for bile acid gluo-
sides as normal constituents in human urine. FEBS Lett 213:411-414.
92
Marschall HU, Matern H, Egestad B, Matern S, Sjövall J. 1987 b. 6a-Glucuronidation of hyode-
oxycholic acid by human liver, kidney and small bowel microsomes. Biochim Biophys Acta
921:392-397.
Marschall HU, Egestad B, Matern H, Matern S, Sjövall J. 1989. N-Acetylglucosaminides: a new
type of bile acid conjugate in man. J Biol Chem 264: 12989-12993.
Marschall HU, Green G, Egestad B, Sjövall J. 1988. Isolation of bile acid glucosides and N-
acetylglucosaminides from human urine by ion-exchange chromatography and reversed-phase
high-performance liquid chromatography. J Chromatogr 452:459-468.
Marschall HU, Matern H, Wietholtz H, Egestad B, Matern S, Sjövall J. 1992. Bile acid N-
acetylglucosaminidation. In vivo and in vitro evidence for a selective conjugation reaction of 7b-
hydroxylated bile acids in man. J Cli  Invest 89:1981-1987.
Marteau P, Chazouillères O, Myara A, Jian R, Rambaud JC, Poupon R. 1990. Effect of chronic
administration of ursodeoxycholic acid on the ileal absorbtion of endogenous bile acids in man.
Hepatology 12:1206-1208.
Matern H, Bolz R, Marschall HU, Sjövall J, Matern S. 1990. Bile acidN-acetylglucosaminides.
Formation by microsomal N-actylglucosaminyltransferases in human liver and kidney. FEBS Lett
270:11-14.
Matern H, Matern S, Gerok W. 1984. Formation of bile acid glu osides by a sugar nucleotide-
independent glucosyltransferase isolated from human liver microsomes. Proc Natl Acad Sci
U.S.A. 81:7036-7040.
93
Matern S, Marschall HU, Schill A, Schumacher B, Lehnert W, Sjövall J, Matern H. 1991. Syn-
thesis of 13C-labeled chenodeoxy, hyodeoxy, and ursodeoxycholic acids for the study of bile acid
metabolism in liver disease. Clin Chim Acta 203:77-90.
Meng LJ, Reyes H, Palma J, Hernandez I, Ribalta J, Sjövall J. 1997. Effects of ursodeoxycholic
acid on conjugated bile acids and progesterone metabolites in serum and urine of patients with
intrahepatic holestasis of pregnancy. J Hepatol 27:1029-1040.
Meng LJ, Reyes H, Axelson M, Palma J, Hernandez I, Ribalta J, Sjovall  J. 1997. Progesterone
metabolites and bile acids in serum of patients with intrahepatic cholestasis of pregnancy: effect
of ursodeoxycholic acid therapy. Hepatology 26:1573-1579.
Miettinen TE, Kiviluoto T, Taavitsainen M, Vuoristo M, Miettinen TA. 1998. Cholesterol me-
tabolism and serum and biliary noncholesterol sterols in gallstone patients during simvastatin and
ursodeoxycholic acid treatments. H patology 27:649-655.
Mitchell SA, Chapman RW. 1997. Review article: the management of primary sclerosing cho-
langitis. Aliment Pharmaco Therap 11:33-43.
Mork H, al-Taie O, Klinge O, Scheurlen M. 1997. Erfolgreiche Therapie einer persistierenden
androgeninduzierten Cholestase mit Ursodesoxycholsaure. Z Gastroenterol 35:1087-1091.
Nair PP, Garcia C. 1969. A modified gas-liquid chromatographic procedure for the rapid deter-
mination of bile acids in biological fluids. Ana. Biochem 29:164-166.
Nakagawa M, Colombo C, Setchell KDR. 1990. Comprehensive study of the biliary acid compo-
sition of patients with cystic fibrosis and associated liver disease before and after UDCA admini-
stration. Hepatology 12:322-334.
94
Nakamura K, Yoneda M, Yokohama S, Tamori K, Sato Y, Aso K, Aoshima M, Hasegawa T,
Makino I. 1998. Efficacy of ursodeoxycholic acid in Japanese patients with type 1 autoimmune
hepatitis. J Gastroenterol Hepatol 13:490-495.
Narkewicz MR, Smith D, Gregory C, Lear JL, Osberg I, Sokol RJ. 1998. Effect of ursodeoxy-
cholic acid therapy on hepatic function in children with intrahepatic cholestatic liver disease. J
Ped Gastroenterol Nutr 26:49-55.
O'Brian CB, Senior JR, Arora-Mirchandani R, Batta AK, Salen G. 1991. Ursodeoxycholic acid
for the treatment primary sclerosing cholangitis: a 30-month pilot study. Hepatology 14: 838-
847.
Ohkohchi N, Andoh T, Izumi U, Igarashi Y, Ohi R. 1997. Disorder of bile acid metabolism in
children with short bowel syndrome. J Gastroenterol 32:472-479.
Oka H, Toda G, Ikeda Y, Hashimoto N, Hasumaru Y, Kamimura T, Ohta Y, Tsuji T, Hattori N,
Namihisa T, Nishioka M, Ito K, Sasaki H, Kakumu S, Kuroki T, Fujisawa K, Nakanuma Y.
1991. A multi-center double-blind controlled trial of u sodeoxycholic acid for primary biliary
cirrhosis. Gastroenterol Jpn 25:774-780.
Palma J, Reyes H, Ribalta J, Hernandez I, Sandoval L, Almuna R, Liepins J, Lira F, Sedano M,
Silva O, Toha D, Silva JJ. 1997. Ursodeoxycholic acid in the treatment of cholestasis of preg-
nancy: a randomized, double-blind study controlled with placebo. J Hepatol 27:1022-1028.
Palmer RH. 1967. The formation of bile acid sulf tes: a new pathway of bile acid metabolism in
humans. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 58:1047-1050.
95
Parquet M, Metman EH, Raizman A, Ramaud JC, Berthoux N, Infante R. 1985. Bioavailability
of gastrointestinal transit, solubilization and faecal excretion of ursodeoxycholic acid in man. Eur
J Clin Invest 15:171-178.
Plevris JN, Hayes PC, Bouchier IAD. 1991. Ursodeoxycholic acid in the treatment of alcoholic
liver disease. Eur J Gastroenterol Hepatol 3:653-656.
Podda M, Ghezzi C, Battezati PM, Bertolini E, Crosignani A, Petroni ML, Zuin M. 1989. Effect
of different doses of ursodeoxycholic acid in chronic liver disease. Dig Dis Sci 34(Suppl.):59S-
65S.
Podda M, Ghezzi C, Battezati PM, Crosignani A, Zuin M, Roda A. 1990. Effects of ursodeoxy-
cholic acid and taurine on serum liver enzymes and bile acids in chronic hepatitis.
Gastroenterology 998:1044-1050.
Pohl R, Junge U. 1997. Primar-sklerosierende Cholangitis mit chronischer Pankreatitis. Dtsch
Med Wschr 122:778-82.
Poupon RE, Balkau B, Eschwège E, Poupon R, and the UDCA-PBC study group. 1991. A m l-
ticenter, controlled trial of urs diol for the treatment of primary b liary cirrhosis. N Engl J Med
324:1548-1554.
Poupon RE, Eschwège E, Poupon R, and the UDCA-PBC study group. 1990. Ursodeoxycholic
acid for the treatment of primary bili r  cirrhosis. Interim analysis of a double-blind multicentre
randomized trial. J Hepatol 11:16-21.
Poupon RE, Lindor KD, Cauch-Dudek K, Dickson ER, Poupon R, Heathcote EJ. 1997. Com-
bined analysis of randomized controlled trials of urs deoxycholic acid in primary biliary cirrho-
sis. Gastroenterology 113:884-890.
96
Ricci P, Hofmann AF, Hagey LR, Jorgensen RA, Rolland Dickson E, Lindor KD. 1998. Adju-
vant cholylsarcosine during ursodeoxycholic acid treatment of primary bil ary cirrhosis. Dig Dis
Sci 43:1292-1295.
Rolandi E, Franceschini R, Cataldi A, Cichetti V, Carati L, Barreca T. 1991. Effects of ursode-
oxycholic acid (UDCA) on serum liver damage indices in patients with chronic active hepatitis. A
double-blind controlled study. Eur J Clin Pharmacol 40:473-476.
Russell DW, Setchell KDR. 1992. Bile acid biosynthesis. Biochemistry 31:4737-4749.
Salen G. 1988. Clinical perspective on the treatment of gallstones with ur odeoxycholic acid. J
Clin Gastroenterol 10 (Suppl. 2):S12-S17.
Salen G, Verga D, Batta AK, Tint GS, Shefer S. 1982. Effect of 7-ketolithocholic acid on bile
acid metabolism in humans. G stroenterology 83:341-347.
Salvoli G, Carati L, Lugli R. 1990. Steatorrhoea in cirrhosis: Effect of ursodeoxycholic acid ad-
ministration. J Internat Med Res 18: 289-297.
Salvioli G, Lugli R, Pradelli JM, Frignani A, Boccaletti V. 1988. Urinary extraction of bile acids
during acute administration in man. Eur J Clin Invest 18:22-28.
Scher H, Bishop WP, McCray PB. 1997. Ursodeoxycholic acid improves cholestasis in infants
with cystic fibrosis. Ann Pharmacother 31:1003-1005.
Senturk H, Uzunalimoglu O, Batur Y, Simsek I, Mert A, Ozbay G, Cetinkaya H, Ersoz G,
Tabak F, Akbaylar H, Akdogan M, Dokmeci A, Sonsuz  A, Ozenirler S, Erden E, Tozum N.
1997. Long-term efficacy of interferon-alpha and ursodeoxycholic acid in treatment of chronic
type C hepatitis. Dig Dis Sci 42:1438-44.
97
Serrano MA, Brites D, Larena MG, Monte MJ, Bravo MP, Oliveira N, Marin JJ. 1998. Benefi-
cial effect of ursodeoxycholic acid on alterations induced by cholestasis of pregnancy in bile acid
transport across the human placenta. J Hep tol  28:829-839.
Setchell KDR, Almé B, Axelson M, Sjövall J. 1976. The multicomponent analysis of conjugates
of neutral steroids in urine by lipophilic anion exchange chromatography and computerized gas
chromatography-mass spectrometry. J Steroid Biochem 7:615-629.
Setchell KDR, Lawson AM, Blackstock EJ, Murphy GM. 1982. Diurnal changes in serum u -
conjugated bile acids in normal man. Gut 23:637-642.
Setchell KDR, Street JM. 1987. Inborn errors of bile acid synthesis. Sem Liver Dis7:85-89.
Setchell KDR, Worthington J. 1982. A rapid method for the extraction of bile acids and their
conjugates from serum using commercially available reverse-phase octad cylsilane bonded silica
cartridges. Clin Chim Acta 125:135-144.
Shackleton CHL, Whitney JO. 1980. Use of Sep-Pakâ cartridges for urinary steroid extraction:
evaluation of the method for the use prior gas chromatographic analysis. Clin Chim Acta
107:231-243.
Siafakas CG, Jonas MM, Perez-Atayde AR. 1997. Abnormal bile acid metabolism and neonatal
hemochromatosis: a subset with poor prognosis. J Ped Ga troenterol Nutr 25:321-326.
Sjövall J. 1960. Bile acids in man under normal and pathological conditions. Bile acids and ster-
oids 73. Clin Chim Acta 5:33-41.
Sjövall J, Lawson AM, Setchell KDR. 1985. Mass spectrometry of bile acids. Meth Enzym
111:63-113.
98
Sjövall J, Setchell KDR. 1988. Techniques for extraction and group separation of bile acids. In
The Bile Acids. Chemistry, Physiology, and Metabolism, Vol. 4: 405-440. Setchell KDR,
Kritchevsky D, Nair PP, editors. Plenum Press, New York.
Slitzky BE, Ouellette GS, Boyer JL. 1990. Approaches to the treatment of primary bilia y ci rho-
sis-a status report. Gastroenterol Intl 3:134-139.
Stiehl A, Raedsch R, Rudolph G. 1990 a. Acute effects of ursode xycholic and chenodeoxycholic
acid on the small intestinal absorption of bile acids. Gastroenterology 98: 424-428.
Stiehl A, Rudolph G, Raedsch R, Möller B, Hopf U, Lotterer E, Bircher J, Fölsch U, Klaus J,
Endele R, Senn M. 1990 b. Ursodeoxycholic acid-induced changes of plasma and urinary bile
acids in patients with primary biliary cirrhosis. Hepatology 12:492-497.
Stiehl A, Rudolph G, Sauer P, Benz C, Stremmel W, Walker S, Theilmann L. 1997. Efficacy of
ursodeoxycholic acid treatment and endoscopic dilation of major duct stenoses in primary scle-
rosing cholangitis. An 8-year prospective study. J Hepatol 26:560-566.
Takikawa H, Beppu T, Seyama Y. 1984. Urinary concentrations of bile acid glucuronides and
sulfates in hepatobiliary disease. Gastroenterol Jpn 19:104-109.
Tazuma S, Kajiyama G, Mizuno T, Yamashita G, Miura H, Kajihara T, Hattori Y, Miyake H,
Nishioka T, Hyogo H, Sunami Y, Yasumiba S, Ochi H, Matsumoto T, Abe A, Adachi K, Omata
F, Ueno F, Sugata F, Ohguri S, Shibata H, Kokubu S. 1998. A combination therapy with sim-
vastatin and ursodeoxycholic acid is more effective for cholesterol gallstone dissolution than is
ursodeoxycholic acid monotherapy. J Clin Gastroenterol 26:287-291.
Thomassen PA. 1979. Urinary bile acids in late pregnancy and in recurrent cholestasis i  preg-
nancy. Eur J Clin Invest 9:425-432.
99
Van de Meeberg PC, Houwen RH, Sinaasappel M, Heijerman HG, Bijleveld CM, van de B rge-
Henegouwen GP. 1997. Low-dose versus high-dose urso eoxycholic acid in cystic fibrosis-
related cholestatic liver disease. Results of a randomized study with 1-year follow-up. Scand J
Gastroenterol 32:369-373.
Vlahcevic ZR, Heuman DM, Hylemon PB. 1991. Regulation of bile acid synthesis. H patology
13:590-600.
Vuoristo M, Farkkila M, Gylling H, Karvonen AL, Leino R, Lehtola J, Makinen J, Mattila J,
Tilvis R, Miettinen TA. 1997. Expression and therapeutic response related to apolipoprotein E
polymorphism in primary biliary cirrhosis. J Hepatol 27:136-142.
Weiner IM, Lack L. 1968. Bile salt absorption: e terohepatic circulation. In: Code CD, editor.
Handbook of physiology. Alimentary canal. Washington DC: American physiological society.
1439-55.
Wietholtz H, Marschall HU, Reuschenbach R, Matern H, Matern S. 1991. Urinary extraction of
bile acid glucosides and glucuronides in extrahepatic cholestasis. Hepatology 13:656-662.
Wilson FA. 1991. Intestinal absorption of bile acids. In: Schultz SG, Field M, Frizzel RA,
Rauner BB, editors. Handbook of physiology. Section on the gastrointestinal system. Bethesda:
American physiological society. 389-409.
Wulffraat NM, Haddad E, Benkerrou M, Spliet WG, Patey N, Fischer A, de Graeff-Meeder BR.
1997. Hepatic GVHD after HLA-haploidentical bone marrow transplantation in children with
severe combined immunodeficiency: the effect of ursodeoxycholic acid. Brit J Haematol 96:776-
780.
100
Zukowski TH, Jorgensen RA, Dickson ER, Lindor KD. 1998. Autoimmune conditions associated
with primary biliary cirrhosis: response to ursodeoxycholic acid therapy. Am J Gastroenterol
93:958-961.
101
D a n k s a g u n g
Mein Dank gilt ganz besonders Herrn Hanns-Ulrich Marschall, MD, PhD, ass. Prof. in
Gastroenterology am Karolinska Institutet-Dept. of Medicine, Stockholm, Schweden,
der mir die Möglichkeit zur Mitarbeit an diesem Projekt gegeben und mit seiner locker-
witzigen Art und sehr viel Geduld die Entstehung der Arbeit von der theoretischen
Vorbereitung über die praktische Durchführung bis hin zu der hier vorliegenden Form
begleitet hat.
Eine sehr wichtige Rolle hatte Gaby Roder inne, die mich im Labor eingearbeitet und
während der Analysen immer ein offenes Ohr für sämtliche auftretenden Schwierigkeiten
gehabt hat.
Sehr herzlich danken möchte ich nicht zuletzt meiner Frau, meiner Familie und meinen
Freunden für ihre Geduld und Unterstützung!
102
L E B E N S L A U F
Geboren am 06.06.1968 als erster von vier Söhnen der Eheleute Sigrun Marie Götze,
geb. Vielhaber, und Prof. Dr. ing. Wilhelm Ferdinand Otto Götze in Essen.
Nach der Grundschulzeit in der Tuttmann-Schule Essen-Stoppenberg und dem Besuch
des Humboldt-Gymnasiums Essen Abschluß der Schulausbildung mit dem Abitur am
04.06.87.
Studium der Medizin an der RWTH Aachen vom Wintersemester 1987 bis zum
Sommersemester 1994. Im Praktischen Jahr Auslandstertial Chirurgie am Norfolk &
Norwich Hospital in Norwich, Großbritannien und Wahlfach Psychiatrie an der Klinik für
Psychiatrie und Psychotherapie der RWTH Aachen bei Prof. Dr. med. H. Saß. Am
24.11.94 Dritter Abschnitt der ärztlichen Prüfung und nach der AiP-Zeit in der Klinik für
Psychiatrie und Psychotherapie der RWTH Aachen. Approbation als Arzt am 08.06.96.
Weitere Tätigkeit als Assistenzarzt bis Dezember 1997 an der Klinik für Psychiatrie und
Psychotherapie der RWTH Aachen, danach in der Klinik für Psychiatrie und
Psychotherapie des Markus-Krankenhauses, Frankfurt am Main bei Frau Prof. Dr. med.
S. Schlegel bis September 1999.
Beginn der neurologischen Ausbildung von Oktober 1999 bis Januar 2001 als
Assistenzarzt an der Neurologischen Klinik des Krankenhauses Nordwest, Frankfurt am
Main, bei Prof. Dr. med. R.W.C. Janzen und ab April 2001 an der Neurologischen
Abteilung der Fachklinik Rhein/Ruhr, Essen-Kettwig, bei Priv.-Doz. Dr. med. A.
Thilmann.
Nach unserer Heirat am 31.05.00 sind meine Frau Dr. med. Iris Götze, geb. Wirtz, und
ich überglücklich über die Geburt unserer Tochter Annika Sophie!
103
Quantitative und qualitative Analyse der Derivate der Ursodeoxycholsäure im Urin gesunder Probanden
10 gesunde Probanden erhielten über 10 Tage 750 mg Ursodeoxycholsäure (UDCA) per os. Am Tag vor Beginn der
UDCA-Medikation und am Tag 10 wurde jeweils eine 24h-Urinsammlung durchgeführt. Die Sammelurine wurden
über Sep-Pak C18-Kartuschen filtriert einem Gruppentrennungsverfahren zugeführt, in dem folgende Gruppen von
Konjugaten bzw. folgende einzelne Gallensäuren aufgetrennt wurden: Fraktion 1 mit unkonjugierten Gallensäuren,
nichtamidierten Gallensäure-Glucosiden und N-Acetyl-Glucosaminiden; Fraktion 2 mit Glycin-Taurin-Konjugaten,
Glycin- oder Taurin- konjugierten Gallensäure-Glucosiden und N-Acetyl-Glucosaminiden; Fraktion 3 mit
amidierten und nicht amidierten Gallensäure-Glucuroniden und Fraktion 4 mit amidierten und nicht amidierten
Gallensäure-Sulfaten. Innerhalb der Konjugatgruppen wurden Cholsäure (CA) und Chenodeoxycholsäure (CDCA),
Deoxychosäure (DCA) und Lithocholsäure (LCA) und Ursodeoxycholsäure (UDCA) mit ihrem Epimer iso-
Ursodeoxycholsäure (iso-UDCA) quantifiziert.
In der Analyse vor und nach Einnahme von UDCA zeigte sich, daß die Gesamtausscheidung der Gallensäuren mit
dem Urin von 4,8 µmol/24h (1,893 µg/24h) auf 15,0 µmol/24h (5,896 µg/24h) angestiegen war. Während vor
Einnahme von UDCA die Glycin-Taurin-Konjugate mit 31,3 % die mengenmäßig stärkste Fraktion darstellten,
wurden sie unter der Einnahme durch die Gruppe der N-Acetyl-Glucosaminide mit 33,9 % abgelöst. Die Menge der
N-Acetyl-Glucosaminide nahm von 0,50 µmol/24h vor Gabe von UDCA auf 5,10 µmol/24h zu.
Insgesamt machten N-Acetyl-Glucosaminide 55,1 % aller im Urin gefundenen Metabolite der UDCA aus. Iso-
UDCA wurde fast selektiv als N-Acetyl-Glucosaminid ausgeschieden. Alle weiteren Gallensäuren waren unter den
N-Acetyl-Glucosaminiden nicht nachzuweisen. Der prozentuale Anteil der UDCA an der Gesamtmenge der
ausgeschiedenen Gallensäuren stieg von 4 % vor Einnahme auf 49 % nach Einnahme von UDCA an, der von iso-
UDCA von 3 % auf 13 %. 90 % der N-Acetyl-Glucosaminide der UDCA stellten sich außerdem als Doppelkonjugat
mit Glycin heraus, 9 % der N-Acetyl-Glucosaminide der iso-UDCA waren ebenfalls doppelt mit Glycin konjugiert.
Zusätzlich gelang die Identifikation eines Zwischenproduktes der Epimerisierung von UDCA zu iso-UDCA, der 3-
keto-UDCA.
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Quantitative and qualitative Analysis of Derivatives of Ursodeoxycholic Acid in urine of healthy human subjects
Ursodeoxycholic acid (750 mg daily) was administered orally to ten healthy human subjects over a period of ten
days. 24 hour urine samples were collected the day before and on the last day of the study. The samples were
extracted with Sep-Pak C18 cartridges and separated into groups of conjugates The following fractions were
obtained: unconjugated bile acids, nonamidated bile acid glucosides and N-acetyl-glucosaminides (fraction 1),
glycine- or taurine-conjugated bile acids and glycine- or taurine-conjugated bile acid glucosides and N-acetyl-
glucosaminides (fraction 2), nonamidated and glycine- or taurine-conjugated bile acid glucuronides (fraction 3) and
nonamidated and glycine- or taurine-conjugated bile acid sulfates (fraction 4). Within each fraction the following
bile acids were obtained: cholic acid (CA), chenodeoxycholic acid (CDCA), deoxycholic acid (DCA), lithocholic
acid (LCA), ursodeoxycholic acid (UDCA) and iso-ursdeoxycholic acid (iso-UDCA).
Mean total excretion of urinary bile acids increased from 4,8 µmol/24hr (1,893 µg/24hr) the day before to 15,0
µmol/24hr (5,896 µg/24hr) at day ten of the daily oral administration. At baseline 31,3 % of bile acids were
conjugated with glycine or taurine, whereas after oral administration of UDCA N-acetyl-glucosaminides became the
most frequent conjugates with a percentage of 33,9 % of the total bile acids. Excretion of N-acetyl-glucosaminides
increased from 0,50 µmol/24hr at baseline to 5,10 µmol/24hr on day ten. In total, conjugates with N-acetyl-
glucosaminide constituted 55,1 % of all urinary metabolites of UDCA. Iso-UDCA was excreted almost exclusively
as N-acetyl-glucosaminide, all other bile acids were not detected among the conjugates with N-acetyl-
glucosaminide.  Expressed as a percentage of all bile acids UDCA rose from 4 % at baseline to 49 % at day ten,
iso-UDCA increased from 3 % to 13 %. Moreover 90 % of UDCA conjugated with N-acetyl-glucosaminide turned
out to be double conjugates with glycine. The double conjugates also represented 9 % of iso-UDCA conjugated with
N-acetyl-glucosaminide. In the end an intermediate of the epimerization of UDCA to iso-UDCA, 3-dehydro-UDCA,
was identified.
